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PRODUÇÃO IN VITRO DE EMBRIÕES BOVINOS DO SEXO FEMININO POR 
SEXAGEM DE ESPERMATOZÓIDES EM GRADIENTE DE DENSIDADE, 

MODIFICAÇÕES NA MATURAÇÃO E NA FECUNDAÇÃO IN VITRO 
 

RESUMO - Foram estudadas modificações feitas no tempo de maturação in vitro de 

oócitos bovinos, incubação dos espermatozóides e separação dos mesmos por 

gradiente de densidade de PercollTM, bem como a associação dessas técnicas antes da 

fecundação para que se consiga desviar a proporção sexual dos embriões para fêmeas. 

O controle de qualidade foi feito em cada etapa dos procedimentos avaliando-se os 

parâmetros de motilidade, vigor e concentração dos espermatozóides, bem como taxa 

de clivagem e produção in vitro dos embriões. A proporção sexual foi avaliada pela 

técnica da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) e por transferências de embriões 

em receptoras. Pela técnica da PCR concluiu-se que a incubação dos espermatozóides 

em meio FIV sem heparina por 12 horas, desviou 59% o sexo dos embriões para 

fêmeas, a diminuição do tempo de maturação não desviou e essas duas técnicas 

associadas a centrifugação em gradiente  não aumentaram o desvio da proporção 

sexual, porém o gradiente de sexagem foi eficaz em sexar 64% dos espermatozóides 

para fêmeas. Obteve-se uma taxa média de prenhez de 36,73% e uma proporção de 

fêmeas de 88,88% com embriões produzidos a partir da associação da redução no 

tempo de maturação dos oócitos ao gradiente de sexagem.   
 
Palavras chave: incubação de espermatozóides, gradiente de sexagem, produção in 

vitro de embriões, maturação, reação em cadeia da polimerase, transferência de 

embriões. 
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IN VITRO PRODUCTION OF BOVINE EMBRYOS BY FEMALE SEXING OF SPERM 
IN DENSITY GRADIENT, CHANGES IN MATURATION AND IN VITRO 
FERTILIZATION 

 

SUMMARY - were studied modifications made at the time of in vitro maturation of 

oocytes, sperm incubation and separation thereof by density gradient PercollTM as well 

as the combination of these techniques prior to fertilization to be able to divert the sex 

ratio of embryos females. Quality control was done at each stage of the procedures by 

evaluating the parameters of motility, vigor and concentration of spermatozoa and rate 

of cleavage and in vitro production of embryos. The sex ratio was assessed by means of 

Polymerase Chain Reaction (PCR) and embryo transfer into recipients. By the technique 

of PCR it was found that incubation of spermatozoa in IVF medium without heparin for 

12 hours, 59% deviated sex of embryos for females, the reduction time of maturation is 

not shifted and associated with these two techniques do not increase the deviation of 

the sex ratio by gradient centrifugation, but the gradient was effective in sexing 64% of 

sperm to females. We obtained a mean pregnancy rate of 36.73% and a ratio of 88.88% 

of females with embryos produced from the combination of the reduction in the time of 

oocyte maturation to the gradient of sexing. 

 

Keywords: incubation of sperm sexing gradient, in vitro embryo production, maturation, 

polymerase chain reaction, embryo transfer. 

 
 
 

 
 
 
 
 
 

XVII 



 18 

1.INTRODUÇÃO 
 
 

Em bovinos a seleção do sexo tem valor econômico e genético significativos nos 

animais de interesse zootécnico. Principalmente quando utilizada em programas de 

melhoramento associada à inseminação artificial com tempo fixo (IATF) e à produção in 

vitro de embriões (PIVE), nos sistemas em que a produtividade é favorecida pela 

progênie de um dos sexos (SPLAN et al., 1998; HOHENBOKEN, 1999). Desde que a 

metodologia utilizada não diminua a eficiência reprodutiva (WEIGEL, 2004). 

A seleção de espermatozóides portadores do cromossomo X é muito importante, 

principalmente em sistemas de produção de leite. Ao utilizar sêmen enriquecido com 

espermatozóides X em rebanhos leiteiros, há o aumento do número de fêmeas 

disponíveis para reposição e, conseqüentemente, da produção (LUCIO, 2007). 

Apesar de seu amplo uso, a PIVE ainda apresenta limitações e a principal delas 

é o sistema de cultivo que favorece o desenvolvimento de um número maior de 

embriões do sexo masculino (GUTIÉRREZ-ADÁN et al., 2001, 2004). Considerando o 

mercado mundial, as empresas e cooperativas têm tentado contornar o desvio da 

proporção sexual em favor do sexo masculino, no sistema de cultivo da PIVE, utilizando 

espermatozóides sexados para o sexo feminino pelo método de citometria de fluxo.  

A citometria de fluxo é uma técnica que garante 90% de acuidade, porém causa 

danos na viabilidade espermática, o que leva a baixa taxa de prenhez após os 90 dias da 

IA (média de 30%) e, consequentemente, diminuição no número de fêmeas nascidas a 

cada 100 inseminações (média de 34 fêmeas) quando comparado com a IA com sêmen 

convencional do mesmo touro (taxa média de prenhez de 70% e nascimento de 35 

fêmeas a cada 100 IA) (BODMER et al., 2005; ANDERSSON et al., 2006; SEIDEL e 

SCHENK, 2008; BORCHERSEN e PEACOCK, 2009). Na PIVE também ocorre baixa 

taxa de prenhez (média de 27%) que acarreta a produção de apenas 3 fêmeas por cada 

100 oócitos fecundados, quando comparado com o sêmen convencional, que permite em 

média 40% de prenhez e 5 fêmeas nascidas a cada 100 oócitos fecundados (WILSON et 
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al., 2005, 2006; XU et al., 2006; XU e DU, 2009). Além do preço elevado da dose do 

sêmen sexado devido ao alto custo de produção (WEIGEL, 2004; DE VRIES et al., 2008). 

Em bovinos, a centrifugação em gradiente de densidade de Percoll™ pode ser 

utilizada como uma alternativa à citometria de fluxo e separa, com acuidade de até 

73%, populações de espermatozoides X. Quando estes espermatozoides foram 

utilizados para a produção in vitro de embriões, foram capazes de fecundar 75% dos 

oócitos, dos quais 30% desenvolveram-se até o estádio de blastocisto (HOSSEPIAN 

DE LIMA et al.; HOSSEPIAN DE LIMA 2007; HOSSEPIAN DE LIMA et. Al., 2011). Esta 

técnica tem como vantagem a separação de sêmen congelado e in natura e é capaz de 

selecionar espermatozóides morfologicamente viáveis com 90% de motilidade, mas 

quando se utiliza a sexagem de sêmen congelado, há aumento na incidência de células 

que sofreram capacitação espermática (LUCIO et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2011). O 

aprimoramento deste método de centrifugação em gradiente descontínuo de Percoll™, 

principalmente, no que se refere à reprodutibilidade, poderá facilitar a utilização 

comercial da sexagem de espermatozóides. 

Atualmente, não existe disponível comercialmente uma técnica capaz de separar 

espermatozóides com 100% de eficácia e que garanta a eficiência reprodutiva do 

rebanho. Entretanto, um aumento na taxa de produção de fêmeas, quando se associa 

ao gradiente de sexagem algumas modificações no sistema de PIVE, como exemplo 

diminuição no tempo de maturação in vitro e também a incubação de espermatozóides 

antes da fecundação, é muito vantajoso para produtores que visam vender a genética 

dos animais de produção leiteira, tanto machos quanto fêmeas, principalmente porque 

esse sistema de PIVE diminui os danos causados aos espermatozóides e embriões 

quando comparados com a utilização de sêmen sexado por citometria de fluxo. 

Com base nessas afirmações a hipótese testada nesse trabalho é que a 

centrifugação de sêmen convencional em gradiente de densidade, associada a 

modificações no sistema de PIVE pode produzir mais que 65% de fêmeas. 
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2.REVISÃO DE LITERATURA 
 
 
 No Brasil, o aumento de rebanhos submetidos a Programas de Melhoramento 

Genético e Cruzamento Industrial, desde 1989, permitiu que as vendas de sêmen 

congelado aumentassem mais de 58,75% em 10 anos (ASBIA, 2009). Dos 9,16 milhões 

de doses comercializadas em 2009, 59,19% são de genética nacional.  
Segundo dados da Sociedade Internacional de Tecnologia de Embriões (IETS) 

são transferidos no país 270 mil embriões bovinos por ano, o que corresponde a 

86,60% dos embriões transferidos mundialmente, atingindo o primeiro lugar na 

aplicação dessa biotecnologia (IETS, 2008). As raças predominantemente exploradas 

são as raças zebuínas, atingindo 94% da produção de embriões no Brasil (O Embrião, 

2010). Atualmente, existe demanda de fêmeas mestiças (Bos taurus taurus x Bos 

taurus indicus) para a produção de leite, pois cerca de 70% da produção de leite no 

Brasil provém de vacas mestiças. A raça Holandesa predomina nos cruzamentos, 

sendo que o  mais comum é o de Holandês com o Gir, mais conhecido como 

"Girolando" (CARVALHO, et al., 2009). 
A técnica de produção in vitro de embriões bovinos, embora apresente algumas 

limitações de seu uso, no Brasil tornou-se uma realidade comercial que movimenta uma 

cadeia produtiva que fatura milhões todos os anos (MOREIRA, 2006). As limitações 

técnicas ainda não superadas são: 

a) sistema de cultivo desvia a proporção dos sexos para o masculino 

(GUTIÉRREZ-ADÁN et al., 2001, 2004);  

b) dificuldade em criopreservar os embriões com índices de aproveitamento 

correspondentes aos obtidos pelos embriões produzidos in vivo (RIZOS et al., 2003). 

A quantidade de DNA entre os cromossomos X e Y é a única diferença 

estabelecida e validada cientificamente para a separação de espermatozóides X ou Y in 

vitro (JOHNSON e WELSH, 1999). Em bovinos, essa diferença chega à cerca de 4,0 % 

(GARNER e SEIDEL, 2008) que resulta em diferenças no volume da cabeça (VAN 

MUNSTER et al., 1999a) e na densidade de 7x10-4 g/cm3 (0,06%)  entre os 
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espermatozóides X e Y (WINDSOR et al., 1993; CHANDLER et al., 1999). Com base 

nessas diferenças, existem duas técnicas que podem ser utilizadas para a seleção do 

sexo dos espermatozóides: a citometria de fluxo e a centrifugação em gradiente de 

densidade. 

Como em outros países, a produção, a venda e a utilização de doses de sêmen 

sexado pela técnica disponível comercialmente (citometria de fluxo) está aquém da 

demanda do Brasil (ASBIA, 2008).  Assim, tomando como exemplo os Estados Unidos e 

considerando a produção de sêmen sexado de todos os citômetros existentes no país, 

a venda deste sêmen representa menos que 0,5% das necessidades diárias de doses 

de sêmen do mercado (WEIGEL et al., 2004). Isso ocorre devido aos seguintes fatos: 

a) o citometro de fluxo produz apenas 7 doses (contendo 2,5 milhões) por hora 

(200 doses a cada oito horas). 

b) os espermatozóides descongelados (sêmen convencional) têm a viabilidade 

diminuída significativamente quando são sexados pela citometria de fluxo 

(UNDERWOOD et al., 2010). A utilização de espermatozóides descongelados diminui a 

eficiência de sexagem, pois o processo de congelação prejudica a uniformidade da 

coloração dos núcleos, com Hoechst 33342, e a viabilidade espermática (JOHNSON et 

al., 1994). 

c) existem touros cujo sêmen in natura não resiste ao processo de sexagem por 

essa técnica (HOSSEPIAN DE LIMA, 2007) ou produzem variações nas taxas de 

clivagem (0 a 89%) e blastocistos produzidos (3,5 a 28,8%), indicando que a citometria 

de fluxo compromete a capacidade fecundante dos espermatozóides (PALMA, et al., 

2008).  

Portanto, tem-se estimulado o desenvolvimento de métodos alternativos de 

sexagem de espermatozóides (DE JONGE et al., 1997; HOSSEPIAN DE LIMA et al., 

2000; CESARI et al., 2006; HOSSEPIAN DE LIMA, 2007; CURRY et al., 2009; 

ALEAHMAD et al., 2009). Entre 1993 e 2008, nosso grupo desenvolveu gradientes 

considerando as características dos espermatozóides bovinos (HOSSEPIAN DE LIMA 

et al., 2000; HOSSEPIAN DE LIMA et al., 2003; HOSSEPIAN DE LIMA, 2007; PERINI, 

2007; RESENDE et al., 2009; LUCIO et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2011).  
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A centrifugação em gradiente de densidade de PercollTM  para a seleção do sexo 

em espermatozóides, que tem acuidade de 65%, permite menor número de danos 

espermáticos quando comparada com o método da citometria de fluxo (OLIVEIRA et al., 

2011).   

 Outra vantagem importante para a indústria da PIVE que é atendida por essa 

técnica é a possibilidade da sexagem de sêmen convencional descongelado. Nesse 

caso substitui-se, durante o processo da PIVE, a técnica de seleção dos 

espermatozóides viáveis pelo gradiente de sexagem. Essa substituição possibilita obter 

dois benefícios ao mesmo tempo após a centrifugação no gradiente de densidade para 

sexagem: seleção dos espermatozoides viáveis e seleção de 65%, em média, de 

espermatozóides X, sem diminuir significativamente a taxa de prenhez. 

 

2.1.Fatores que afetam o desvio da proporção sexual em embriões produzidos in 

vitro 
 

O desenvolvimento de blastocisto é somente o primeiro passo ao longo de toda a 

trajetória para a produção de uma cria viável, por isso, aumentar as taxas de sucesso 

na produção in vitro de embriões (número de oócitos que se desenvolvem até o estágio 

de blastocisto) é essencial para que os embriões que alcancem esse estágio in vitro 

sejam de melhor qualidade para assegurar ótimas taxas de prenhez (LONERGAN et al., 

2006). 

 Vários estudos em embriões bovinos produzidos in vitro sugerem que a 

proporção sexual difere de 1:1 e que a taxa de desenvolvimento pode ser influenciada 

pelo sexo do embrião sob algumas condições de cultivo. Este fenômeno não é 

claramente entendido, entretanto, pode ser atribuído a eventos que ocorrem antes da 

fecundação que favorecem a seleção dos espermatozóides X ou Y. Além disso, 

análises dessas duas populações de gametas têm mostrado algumas diferenças 

funcionais e morfológicas entre elas e não se sabe se têm a mesma viabilidade in vitro 

(LECHNIAK et al., 2003). Dessa forma é necessário estudar alguns fatores que podem 

desviar o sexo dos embriões produzidos in vitro. 
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2.1.1.Influência dos espermatozóides no desvio da proporção sexual. 

  

A vida fértil (longevidade) dos gametas é espécie específica e parece ser um dos 

principais fatores que regulam a eficiência do processo de fecundação. In vivo os 

espermatozóides bovinos possuem uma vida fértil de 30 a 48 horas enquanto a do 

oócito varia de 8 a 12 horas. Entretanto este último pode reter a capacidade de ser 

fecundado por um período mais longo, acima de 20 a 24 horas, mas a fecundação 

normal pode ser comprometida (LECHNIAK et al., 2003).  

 Demonstrou-se que o tempo de interação entre os espermatozóides com os 

oócitos é também um fator determinante na proporção sexual de embriões produzidos 

in vitro. A redução da incubação do oócito com o espermatozóide de 18 para 6 horas 

resulta em uma mudança significativa da proporção sexual em favor dos machos entre 

os blastocistos no dia 7 de desenvolvimento in vitro, concluindo-se que o 

espermatozóide Y tem uma vantagem em relação ao X em fecundar mais 

precocemente (KOCHHAR et al., 2001).  

LECHNIAK et al. (2003) demonstraram que uma incubação por 24 horas dos 

espermatozóides, em meio de fecundação antes da mesma, influenciou na taxa de 

desenvolvimento e na proporção sexual dos embriões em favor das fêmeas (75% de 

fêmeas) quando estes foram sexados no dia 9 após a fecundação. A predominância de 

fêmeas seguida de uma pré-incubação dos espermatozóides sugere que os 

espermatozóides X possuem uma maior longevidade em relação aos Y. E quanto maior 

o tempo de incubação, menor a capacidade de fecundação dos espermatozóides 

devido ao estresse oxidativo e à produção de radicais livres que afetam a sua 

sobrevivência, e parecem afetar mais os espermatozóides Y que os X. 

 Espermatozóides incubados in vitro sob alta tensão de O2 produzem peróxidos 

de hidrogênio que causam danos à viabilidade espermática. O estresse oxidativo 

prejudica a motilidade espermática porque os peróxidos produzidos danificam a 

membrana plasmática que perde sua fluidez e, consequentemente, leva à perda da 

função do espermatozóide (AITKEN et al., 2001).  
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2.1.2.Influência do sistema de maturação de oócitos no desvio da proporção 
sexual. 

 

Em bovinos outra forma de selecionar o sexo no momento da fecundação foi 

sugerida por RORIE (1999). Existem evidências que suportam a habilidade diferencial 

do oócito ser fecundado por espermatozóides portadores do cromossomo X ou Y 

dependendo do seu estágio de maturação. Utilizando fecundação in vitro os autores 

demonstraram que quando a fecundação ocorreu após 16 horas de maturação 

(imediatamente após a extrusão do primeiro corpúsculo polar), a proporção de machos 

em relação às fêmeas foi de 0,5:1. Por outro lado, quando a fecundação ocorreu 24 

horas após a maturação (8 horas após a extrusão do corpúsculo polar), a proporção de 

machos e fêmeas foi de 2:1 (RORIE, 1999). 
Da mesma forma, AGUNG et al. (2006) testaram o período de maturação de 

oócitos na proporção sexual de embriões bovinos fecundados in vitro. Os oócitos foram 

maturados por 16, 22, 28 e 34 horas. A taxa de blastocistos foi maior no grupo de 

oócitos que foram maturados por 22 horas e a taxa de embriões do sexo masculino foi 

maior no grupo com 34 horas de maturação que naqueles com 16 e 22. Portanto a 

proporção de machos aumentou de acordo com o aumento de horas de maturação dos 

oócitos.  

Também DOMINKO e FIRST (1997) e GUTIÉRREZ-ADÁN et al., (2001) 

encontraram que a fecundação dos oócitos imediatamente após a extrusão do 

corpúsculo polar resultou em mais embriões do sexo feminino, enquanto que o atraso 

na fecundação por 8 horas resultou em um maior número de machos. Eles sugerem 

que o oócito processa mais facilmente o espermatozóide Y quando atinge o estágio de 

meiose II, por isso o atraso na fecundação favorece um número maior de embriões do 

sexo masculino.  
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2.1.3.Influência do meio de cultivo dos embriões no desvio da proporção sexual. 
  

As condições de cultivo dos embriões possuem um papel chave na clivagem, 

ativação do genoma embrionário, compactação, diferenciação, assim como 

desenvolvimento e viabilidade fetal (MOORE et al., 2007). Alguns estudos 

demonstraram uma associação entre substâncias presentes no meio de cultura com a 

proporção sexual e as taxas de desenvolvimento. Dentre os componentes que 

poderiam influenciar essas taxas, estaria o soro fetal bovino (SFB) e a glicose. Meios de 

cultura com esses componentes favoreceriam o desenvolvimento mais rápido dos 

embriões do sexo masculino que seriam mais estimulados por eles do que os embriões 

do sexo feminino (GUTIÉRREZ-ADÁN et al., 2001). 

 Larson et al. (2001) demonstraram que na presença de glicose, mais de 75% dos 

blastocistos produzidos em meio SOF (fluido sintético de oviduto) eram machos. O meio 

SOF contendo SFB não só acelerou a taxa de desenvolvimento como também 

aumentou a sobrevivência dos embriões do sexo masculino (GUTIERREZ-ADÁN et al., 

2001). A suplementação do meio de cultivo com SFB, em excesso, tem sido associada 

com a formação de gotas lipídicas citoplasmáticas em embriões produzidos in vitro 

(ABE et al., 1999), indução de alterações na expressão de alguns genes, indução no 

desenvolvimento dos embriões do sexo masculino, redução da sobrevivência 

embrionária após transferência, além de causar problemas mais tardios de 

desenvolvimento como a síndrome do bezerro gigante (MOORE et al., 2007). 

 Comparado com as células somáticas, o metabolismo de energia dos embriões é 

muito diferente. A glicose é a principal fonte de energia para as células somáticas dos 

mamíferos, mas a presença dela na concentração em que se encontra no SFB é 

prejudicial para embriões de várias espécies durante os primeiros estágios do 

desenvolvimento. Altas concentrações de glicose não só prejudicam o desenvolvimento 

de embriões bovinos, como também bloqueiam, seletivamente, o desenvolvimento 

daqueles do sexo feminino durante a transição de mórula para blastocisto e, 

conseqüentemente, desviam a proporção sexual em favor dos machos entre os 

blastocistos expandidos (KIMURA et al., 2004). A melhor explicação para esse 
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fenômeno é que os dois cromossomos X estão ativos nas fêmeas e como ocorre a 

inativação em um deles, isso leva a uma baixa tolerância do metabolismo dos 

carboidratos (KIMURA et al., 2008). 

 

2.2.Acuidade na sexagem compatível com a manutenção de taxas de prenhez que 
denotem a viabilidade espermática e a viabilidade embrionária. 

 

Após a sexagem de espermatozóides por gradiente de densidade na produção in 

vitro de embriões, obteve-se taxa média de 40% de prenhez e média de 8 fêmeas 

nascidas a cada 100 oócitos fecundados (65% de acuidade) (HOSSEPIAN DE LIMA et 

al., 2000; HOSSEPIAN DE LIMA et al., BR PI 0300604-2, 2003; HOSSEPIAN DE LIMA, 

2007; RESENDE et al., 2010a; LUCIO et al., 2012). Após a utilização de sêmen sexado 

por citometria de fluxo na PIVE obteve-se taxa média de prenhez de 27% e média de 3 

fêmeas nascidas a cada 100 oócitos fecundados (WILSON et al., 2006; XU et al., 2006; 

PALMA et al., 2008; BLONDIN et al., 2009). Os embriões produzidos in vitro com 

sêmen sexado por citometria de fluxo apresentam alta proporção de mitocôndrias 

imaturas e membranas nucleares danificadas (PALMA et al., 2008) e expressão 

reduzida de genes importantes para o desenvolvimento embrionário (MORTON et al., 

2007; BERMEJO-ÁLVAREZ et al., 2010a), o que explicaria as baixas taxas de prenhez. 

Durante o processo de sexagem os espermatozóides estão expostos a muitos 

riscos potenciais (MAXWELL et al., 2004) os quais podem ser responsáveis por alguns 

efeitos deletérios, como alterações no DNA ocasionadas pelo corante Hoesch 33342 

(MORREL e DRESSER, 1989; GARNER, 2009) alterações no padrão de motilidade 

espermática, viabilidade reduzida (HOLLINSHEAD et al., 2003), aceleração da reação 

acrossomal (MOCÉ et al., 2006), aumento na proporção de células que sofreram 

capacitação espermática (MAXWELL et al., 1998) e existem relatos que o uso de 

sêmen sexado por citometria de fluxo altera o desenvolvimento de embriões bovinos 

produzidos in vivo (McNUTT & JOHNSON, 1996) e in vitro (CRAN et al., 1993; LU et al., 

1999). Portanto, a baixa qualidade e a baixa fertilidade dos embriões produzidos in vitro 
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utilizando sêmen sexado podem ser conseqüências desses danos (BERMEJO-

ALVAREZ et al., 2010). 

Entretanto, o espermatozóide danificado pode ser capaz de fertilizar um oócito, 

mas acaba resultando em embrião de baixa qualidade (FERNANDEZ-GONZALEZ et 

al., 2008). Alguns estudos relataram anormalidades em termos de abundância de 

mRNA ou alterações estruturais em embriões produzidos in vitro com espermatozóides 

sexados por citometria de fluxo (MORTON et al., 2007; PALMA et al., 2008). 

LUCIO et al., (2011) avaliaram os efeitos sexagem de espermatozóides por 

centrifugação em gradiente de densidade e da citometria de fluxo em blastocistos na 

abundância de transcritos dos genes AKR1B1, COX2, IGF2R, PLAC8 (desenvolvimento 

de placenta e reconhecimento da gestação), MnSOD e GPX1 (estresse oxidativo), 

SCL2A1 (metabolismo) e TP53 (apoptose). Os resultados mostraram que a citometria 

de fluxo reduz os níveis de mRNA dos genes AKR1B1 e COX2, ou seja, alterou a 

expressão de genes envolvidos no processo de implantação, prejudicando o 

nascimento de uma cria viável.  A centrifugação em gradiente de densidade, por sua 

vez, aumentou os níveis de transcritos dos genes envolvidos com reconhecimento da 

gestação, formação da placenta, resposta a estresse oxidativo e metabolismo celular, 

ou seja, produziu embriões de melhor qualidade. LUCIO et al., (2011) concluiu que a 

centrifugação em gradiente de densidade pode ser considerada uma alternativa à 

citometria de fluxo por causar menos danos aos embriões produzidos in vitro.  

Entretanto, a sexagem por citometria de fluxo é uma realidade comercial e estudos de 

transcriptoma dos espermatozóides e embriões poderão auxiliar no aprimoramento da 

técnica, para melhorar as taxas de concepção a campo, tanto na IA como na PIVE. 
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3.HIPÓTESE 
 
 

De acordo com os relatos da revisão de literatura da presente tese e com os 

trabalhos realizados no departamento de Medicina Veterinária Preventiva e Reprodução 

Animal da Unesp Jaboticabal, levanta-se a seguinte hipótese: 

 
A centrifugação de sêmen convencional descongelado em gradiente de 

densidade, associada à diminuição do tempo de maturação de oócitos e à incubação 

dos espermatozoides antes da fecundação pode produzir mais que 65% de fêmeas em 

um sistema de produção in vitro de embriões de bovinos 
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4.OBJETIVOS 

 

 

- Aumentar a acuidade de sexagem acima de 65% de fêmeas aliando-se à técnica do 

gradiente de sexagem, a  diminuição no tempo de maturação dos oócitos de 24 para 

18 horas  e a incubação do sêmen por 12 horas antes da fecundação, sem diminuir a 

taxa de clivagem e de blastocistos; 

 

- Avaliar a taxa de prenhez e o desvio da proporção sexual após a transferência de 

embriões produzidos in vitro com oócitos maturados por 18 horas e fecundados com 

espermatozóides centrifugados em gradiente de sexagem. 
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5.MATERIAL E MÉTODOS 

  

 

 Todas as etapas desse experimento foram realizadas no laboratório de cultivo 

celular do departamento de Medicina Veterinária Preventiva e Reprodução Animal da 

Unesp Campus de Jaboticabal (FIGURA 01).  

 

 
FIGURA 1. Laboratório de cultivo celular do Departamento 

de Medicina Veterinária Preventiva e Reprodução Animal 

da Unesp Campus Jaboticabal.  

 

 
5.1.EXPERIMENTO 1 
 
 O experimento 1 compreende a produção in vitro de embriões e a validação da 

proporção do sexo dos embriões pela técnica de PCR. Este experimento foi dividido em 

5 grupos experimentais, além do controle, e foram classificados da seguinte forma: 
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TABELA 1. Classificação dos grupos em relação a maturação dos oócitos, 
incubação do sêmen e gradiente de sexagem. 

GRUPO MATURAÇÃO DOS 
OÓCITOS 

INCUBAÇÃO DO 
SÊMEN 

GRADIENTE DE 
SEXAGEM 

I-CONTROLE 24 horas Não Não 

II-MATURAÇÃO 18 

HORAS 

18 horas Não Não 

III-INCUBAÇÃO 

ESPERMÁTICA 

24 horas Incubação 12 horas Não 

IV-GRADIENTE DE 

SEXAGEM 

24 horas Não Sim 

V-MÚLTIPLOS 

TRATAMENTOS 

18 horas Incubação 12 horas Sim 

VI-MATURAÇÃO 

ASSOCIADA AO  

GRADIENTE 

18 horas Não Sim 

 
 
A incubação do sêmen foi feita em meio FIV sem heparina e o cultivo dos embriões 

de todos os grupos foi feito em meio SOF sem SFB e glicose, somente com BSA, em 

atmosfera com 5% de CO2, 5% de O2 e 90% N2, 100% de umidade saturada e 

temperatura de 38,5ºC; 

 
5.1.1.Produção in vitro dos embriões do grupo controle (GRUPO I)  
 
Aspiração folicular de ovários provenientes de matadouros   

No dia considerado dia 0, ovários fornecidos por abatedouros foram 

transportados para o laboratório em garrafa térmica contendo solução fisiológica em 

temperatura entre 30-33°C. No laboratório eles foram lavados em solução fisiológica a 

35°C e colocados em um recipiente de vidro, previamente aquecido em banho maria, e 
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permaneceram até o momento da aspiração.  Os folículos antrais de 3 a 8 mm de 

diâmetro foram aspirados por agulha de 19 G acoplada a seringa de 20 mL. O fluido 

folicular aspirado foi transferido para tubos cônicos de 50 mL que ficavam na estufa por 

15 minutos para que os oócitos sedimentassem. O sedimento foi transferido para placa 

de poliestireno de 90mm de diâmetro e avaliados em microscópio estereoscópico. 

Foram selecionados os oócitos com pelo menos 4 camadas de células do cúmulus e 

ooplasma de coloração uniforme, ou seja, somente oócitos graus 1, 2 e 3 (FIGURA 02). 

Oócitos considerados desnudos e atrésicos foram descartados (FIGURA 03). 

 

    
FIGURA 2. Oócitos grau I (A); oócitos grau II (B); oócitos grau III (C). Unesp Câmpus 

Jaboticabal. 

 

 
FIGURA 3. Oócitos atrésicos (A); oócitos 

desnudos(B).Unesp Câmpus Jaboticabal. 

 
 
 
 

A B C 

A B 
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Maturação in vitro (MIV) 

Os oócitos selecionados foram lavados duas vezes em meio de lavagem H-199 

(constituído por meio TCM-199, suplementado com 0,2 mM de Piruvato, 20 mM de 

HEPES, 5 mM de Bicarbonato de sódio, 75 g/mL de Kanamicina) e uma vez em meio 

de maturação 199 (constituído por meio TCM-199 suplementado com 0,2 mM de 

Piruvato, 25 mM de Bicarbonato de Sódio, 75 g/mL de Kanamicina, 1 g/mL de 17-  

Estradiol, 0,5 g/mL de FSH, 100 UI/mL de hCG) acrescido de 10% de SFB. Todos os 

meios foram preparados no dia da aspiração. 

Placas de poliestireno de 35mm foram previamente preparadas, em cada placa 

foram feitas 5 gotas de 100μl de meio de maturação e cobertas com óleo mineral 

testado para cultura de células. Foram transferidos no máximo 25 oócitos por gota. 

Estes foram maturados durante 24 horas em estufa a 38,5°C, 100% de umidade e 

atmosfera com 5% de CO2 em ar. 

 

Fecundação in vitro (FIV) 
  Para a separação dos espermatozóides viáveis para fecundação uma palheta de 

sêmen congelado em nitrogênio líquido foi descongelada em água por 30 segundos a 

37°C e depositada sobre um gradiente de Percoll™ (45%/90%), à temperatura 

ambiente e centrifugado a uma força de 900 x g durante 30 minutos.   

Os oócitos maturados foram lavados uma vez em meio TL-sêmen e uma vez no 

meio FIV e transferidos para placas previamente preparadas com este último meio, 

como na maturação. Do sedimento espermático resultante da centrifugação foram 

retiradas duas amostras de 5 l para determinar a motilidade progressiva e a 

concentração, que foi ajustada para 5 mil espermatozóides por oócito. O sêmen foi 

depositado na gota e os gametas co-incubados em estufa por aproximadamente 20 

horas em estufa com atmosfera de 5% de CO2, na temperatura de 38,5ºC. 
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Cultivo in vitro (CIV) 

 O desenvolvimento dos embriões produzidos in vitro baseou-se nos protocolos 

de VAJTA et al. (1999) e GUTIÉRREZ-ADÁN et al. (2001, 2004). Os prováveis zigotos 

foram lavados por três vezes em meio TL-sêmen e duas vezes em meio de cultivo 

(SOF) para que ficassem totalmente desnudos, após a limpeza foram transferidos para 

placas com quatro poços contendo 500μL de SOF sem SFB e sem glicose. Foram 

cultivados no máximo 80 zigotos por poço em atmosfera de 5% de CO2, 5% de O2 e 

90% N2, 100% de umidade saturada e temperatura de 38,5ºC. A clivagem e o 

desenvolvimento embrionário foram avaliados 24 horas e oito dias após a fecundação, 

respectivamente.  

 

5.1.2.Produção in vitro dos embriões dos grupos experimentais. 
 
GRUPO II - Maturação 18 horas  
 Nesse grupo as etapas da PIVE foram feitas exatamente como no grupo 

controle, diferenciando apenas no tempo de maturação dos oócitos que foi reduzido de 

24 para 18 horas. 

 

GRUPO III - Incubação Espermática  
 Nesse grupo a maturação e o cultivo foram feitos exatamente como no grupo 

controle. 

 Para a realização da FIV uma palheta de sêmen foi descongelada e o sêmen 

avaliado quanto à motilidade, à concentração e ao vigor, centrifugada duas vezes em 

meio TL-sêmen por cinco minutos a 500 rpm para a retirada do crioprotetor. Após a 

limpeza, o sêmen foi depositado em 10 ml de meio FIV, sem heparina, e incubado em 

estufa a 38°C e atmosfera com 5% de CO2 por 12 horas (FIGURA 04). Decorrido esse 

período o sêmen foi centrifugado por 10 minutos a 1000 rpm para se obter um 

sedimento de espermatozóides. O sobrenadante foi retirado, o sêmen avaliado 
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novamente quanto à motilidade, à concentração e ao vigor, e ao sedimento foi 

adicionado meio FIV, com heparina, suficiente para fecundar todas as gotas. 

 Os oócitos, após lavagem, foram transferidos para as placas de FIV que foram 

montadas com gotas de 30 μl, em cada gota foram adicionados 10μl do sêmen.   

 

 
FIGURA 4. Sêmen bovino em incubação em meio FIV, 

sem heparina, em estufa com atmosfera com 5% de 

CO2. Unesp Campus Jaboticabal. 

 

GRUPO IV - Gradiente de Sexagem  
 Nesse grupo a maturação e o cultivo foram feitos exatamente como no grupo 

controle. Para a realização da FIV foi feito o gradiente de sexagem. 

    O gradiente foi preparado com duas soluções estoques de meio DMEM 

(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), o DMEM 10X e 1X concentrados.   

 O DMEM concentrado 10X foi preparado diluindo-se a quantidade de reagente 

necessária para fazer um litro, em 100 mL de água ultra pura do Sistema Milli Q 

bidestilada. Em seguida, a solução foi filtrada em membrana com poros de 0,22 μ e 

estocada a temperaturas entre 4 e 6°C por até 15 dias. 

O DMEM concentrado 1X foi preparado conforme as recomendações do 
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fabricante. Em seguida essa solução foi filtrada em membrana com poros de 0,22 μ e 

estocada a temperaturas entre 4 e 6°C por até 15 dias. 

Uma solução estoque (SE) foi preparada diluindo-se 9 partes de sílica coloidal 

modificada (Percoll , densidade 1,130 g/mL) em 1 parte de DMEM 10X (densidade 

1,058 g/mL; 1:9, v/v) complementado com 0,01 g/L de amicacina, 6mM de HEPES; pH 

7,4; 280-320 mOsm/kg de H2O. 

A SE foi diluída na solução de DMEM 1X em 3 diferentes proporções. O gradiente 

foi preparado depositando-se 3 mL de cada uma das 3 soluções, da mais densa (1,123 

g/mL) para a menos densa (1,111 g/L), em tubo cônico de poliestireno, graduado e com 

capacidade para 15 mL, com o auxílio de uma pipeta de volume ajustável e mecanismo 

de reservatório para distribuição automática (FIGURA 05 – A). O volume final do 

gradiente foi de 9 mL.  

Duas palhetas de sêmen foram descongeladas, o sêmen avaliado quanto a 

concentração, motilidade e vigor, e depositadas sobre o gradiente (FIGURA 05 – B), 

este foi centrifugado em centrífuga refrigerada com rotor horizontal em 500 x g, por 15 

minutos, a 22 oC. O sobrenadante foi retirado com o auxílio de uma pipeta de volume 

ajustável e o sedimento formado (FIGURA 06) foi avaliado novamente quanto a 

concentração, motilidade e vigor e diluído em meio FIV suficiente para fecundar as 

gotas com 10 μL. As placas de FIV foram feitas como no grupo III. 
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      FIGURA 5. Preparação do Gradiente de sexagem (A); Sêmen bovino  

depositado sobre o gradiente (B). Unesp Campus Jaboticabal. 

 

 
FIGURA 6. Sedimento de 

espermatozóides de bovinos formado 

                                               após centrifugação em gradiente de         

sexagem. Unesp Campus Jaboticabal. 

A B 
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GRUPO V - Múltiplos tratamentos  

 Esse é a junção dos 3 grupos experimentais. Nele foram feitos a maturação por 

18 horas, incubação dos espermatozóides por 12 horas e após a incubação os 

espermatozóides foram submetidos ao gradiente de sexagem. O cultivo foi feito como 

no grupo controle. 

 

GRUPO VI - Maturação associada ao Gradiente de Sexagem  
 Esse grupo é a associação dos dois grupos que produziram maior número de 

embriões. Nele foi feita a maturação por 18 horas e o sêmen foi centrifugado no 

gradiente de sexagem, a FIV foi feita como no grupo IV e o cultivo foi feito como no 

grupo controle.  

  

 
5.1.3.Coleta dos Embriões 

No oitavo dia de cultivo de cada repetição, os embriões foram avaliados quanto a 

qualidade e ao estadio de desenvolvimento - Morula (Mo), Blastocisto inicial (BI), 

Blastocisto (BL) e Blastocito expandido (BX) - e coletados (FIGURA 07). Eles foram 

retirados dos poços de cultivo e transferidos para uma gota de meio TL-sêmen, nesta 

gota foram separados quanto ao estádio de desenvolvimento em grupos. Cada grupo 

foi lavado duas vezes em TL-sêmen para que todas as células ainda restantes na zona 

pelúcida se soltassem. Cada embrião foi coletado com o auxílio de uma pipeta ajustada 

para 5 μl e colocado individualmente em microtubos de 0,2 ml. Após este procedimento 

todos os microtubos foram mergulhados em nitrogênio líquido por aproximadamente 15 

segundos para a congelação dos embriões e armazenados a -20°C até o momento da 

extração do DNA.  
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FIGURA 7. Blastocistos Iniciais (A); Blastocistos (B); Blastocistos Expandidos (C) de 

bovinos produzidos in vitro. Unesp Campus Jaboticabal. 

 
5.1.4.Determinação do sexo dos embriões por PCR    

Nesta etapa do experimento foram escolhidos aproximadamente 100 embriões 

de cada grupo, entre BI, BL e BX, e submetidos a PCR para a verificação do sexo de 

cada um. 

 O sexo genético dos embriões produzidos in vitro foi identificado por PCR 

utilizando-se dois pares de diferentes oligonucleotídeos iniciadores “primers” que 

amplificam seqüências específicas do cromossomo Y, presente no DNA genômico de 

bovinos do sexo masculino (XY), e um par de “primers” com o controle do DNA 

genômico dos bovinos, conforme descrito por ALVES et al. (2003).  

Os dois pares de "primers" escolhidos para a seqüência específica do 

cromossomo Y foram: "Primer" 1: 5' - CCT CCC CTT GTT CAA ACG CCC GGA ATC  

ATT - 3' e 5' - TGC TTG ACT GCA GGG ACC GAG AGG TTT GGG - 3'; "Primer" 2: 5'  

- ATC AGT GCA GGG ACC GAG ATG - 3' e 5' - AAG CAG CCG ATA AAC ACT CCT T 

- 3'. O "primer" 1 amplificou uma seqüência de 210 pb para DNA de machos bovinos 

(BONDIOLI et al., 1989) e o "primer" 2 amplificou uma seqüência de 196 pb em 

machos (LUZ et al., 2000). Foi utilizado um "primer" específico para o DNA bovino: 

"primer" 3 -   5' - AGG TCG CGA GAT TGG TCG CTA GGT CAT GCA - 3' e   5' - AAG 

ACC TCG AGA GAC CCT CTT CAA CAC GT - 3'. Este "primer" amplificou uma 

seqüência de 280 pb, repetida no genoma bovino (ELLIS e HARPOLD, 1986; ELLIS et 

al. 1988).  

A B C 
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Antes da PCR, foi adicionado 5 g de Proteinase K por embrião e submetidos a 

uma incubação de 37°C por 60 minutos. Logo após, o DNA de cada embrião foi 

dividido em duas amostras e submetido a duas reações distintas: a primeira contendo a 

seqüência autossômica (280pb) e a Y-específica (210pb); a segunda reação composta 

por outra seqüência Y-específica (196pb). 

  As amplificações foram realizadas em Termociclador PTC - 100 (M.J. Research, 

Inc. - Waltham, M.A. - USA). Os produtos das amplificações foram submetidos a 

eletroforese em gel de 2,5% de agarose, corados com brometo de etídeo e visualizados 

sob luz ultravioleta. Os embriões foram identificados como fêmeas quando somente o 

produto de 280 pb foi visualizado. A presença de duas bandas (280 e 210 pb) na 

amostra indicou que os embriões eram do sexo masculino (FIGURA 08). Este resultado 

foi confirmado somente quando uma banda de 196 pb foi visualizada na segunda 

reação. Os géis foram analisados utilizando-se equipamento de documentação 

fotográfica STRATAGENE (Eagle Eye Software).  

 
FIGURA 8. Visualização do gel de agarose após eletroforese demonstrando as bandas 

que determinam o sexo dos embriões. 

         

MACHO FÊMEA 

280pb 

210pb 
196pb 

CONTROLE 
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5.1.5.Forma de análise dos resultados  

A análise estatística foi feita pelo teste do Qui-quadrado (com nível de 

significância de 5%) para a acuidade da sexagem de espermatozóides levando-se em 

consideração o desvio da proporção sexual do grupo controle. 

 

5.2.EXPERIMENTO 2 
 

O experimento 2, assim como o grupo VI, é a junção dos dois grupos 

experimentais que tiveram a maior taxa de produção embrionária (Maturação 18 horas 

– grupo II e Gradiente de sexagem – grupo IV). Porém os embriões produzidos nesse 

experimento foram feitos através de oócitos provenientes de aspirações in vivo e 

posteriormente transferidos para se obter a taxa de prenhêz aos 30 dias e a 

porcentagem de fêmeas e machos aos 45 dias de gestação através de sexagem fetal 

por ultassom. 

 
Aspiração folicular in vivo (OPU) para a obtenção dos oócitos 

Foram feitas três sessões de aspiração folicular guiada por ultrassom (FIGURA 

10) em fazendas localizadas nos municípios de Frutal e Sacramento no estado de 

Minas Gerais e em Monte Alto, São Paulo. Essas aspirações foram realizadas com 

intervalo de aproximadamente 10 dias de uma para outra. Não houve indução hormonal 

nos animais aspirados. 

Em Frutal foram aspiradas quatro vacas, em Sacramento seis e em Monte Alto 

oito (FIGURA 09). Os oócitos foram selecionados em laboratórios montados nas 

fazendas e a seleção foi feita como no grupo controle.  
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FIGURA 9. Doadoras utilizadas nas aspirações. Fazenda São Sebastião, Sacramento, 

Minas Gerais.  

  
FIGURA 10. Aparelho de ultrassom utilizado nas aspirações. Fazenda São Sebastião, 

Sacramento, Minas Gerais. 

 

Os oócitos selecionados foram transportados para o laboratório de cultivo celular 

da Unesp Jaboticabal em criotubos contendo 500 μl de meio de maturação coberto com 

300 μl de óleo mineral. Os criotubos foram devidamente identificados com os nomes ou 

números das doadoras e transportados para o laboratório em transportadora de oócitos 

a 38°C. 
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Ao chegar no laboratório os oócitos foram transferidos para placas de maturação 

previamente preparadas e maturados por 18 horas em estufa de CO2 a 38,5°C até o 

momento da FIV no dia seguinte.  

 

PIVE e transferência de embriões 

 Para as FIVs foi utilizado o sêmen de quatro touros sendo dois da raça 

Holandesa, um Girolando e um da raça Gir que foram escolhidos pelos proprietários.  A 

FIV foi feita como no grupo IV (gradiente de sexagem) e o cultivo como no grupo 

controle.  

No oitavo dia após a FIV os embriões considerados grau I foram envasados em 

palhetas de 0,25 mL em meio HSOF e transferidos em vacas receptoras previamente 

sincronizadas nos mesmos locais das aspirações.  

 
Diagnóstico de gestação e sexagem fetal 
 O diagnostico de gestação foi feito através de palpação retal 45 dias após as 

transferências e a sexagem fetal feita por ultrassom 15 dias após confirmação das 

prenhezes (FIGURAS 11 e 12).  
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FIGURA 11. Imagem de sexagem fetal por ultrassom de uma 

fêmea. Imagem de arquivo de Rafael Erli cedida gentilmente. 

 

 
FIGURA 12. Imagem de sexagem fetal por ultrassom de um 

macho. Imagem de arquivo de Rafael Erli cedida gentilmente. 

 

 

Tubérculo 
Genital 

 
FÊMEA 

Membros 
pelvicos 

Inserção 
Umbilical 

Tubérculo 
genital 

 
MACHO 



 45 

6.RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 
6.1.EXPERIMENTO 1. 
  

Foram feitas 5 repetições por grupo, no mínimo dois grupos feitos 

simultaneamente, com exceção do grupo V para o qual foram feitas apenas 2 

repetições. Em cada repetição de cada grupo (com excessão dos grupos III e V), antes 

da FIV, o sêmen foi avaliado quanto à concentração, à motilidade e ao vigor sendo que 

este se mostrou satisfatório em relação a esses três parâmetros de avaliação, como 

demonstra a tabela 2. 

 

TABELA 2. Média da avaliação dos parâmetros concentração, motilidade e vigor do 

sêmen em 5 repetições, dos touros da raça Girolando e Gir, dos grupo I (Controle), II 

(Maturação 18 horas) e IV (Gradiente de sexagem). 
GRUPO TOURO CONCENTRAÇÃO MOTILIDADE VIGOR 
GRUPO I GIROLANDO 30 x 106 85% 5 

GIR  30 x 106 90% 5 

GRUPO II GIROLANDO 30 x 106 90% 5 

GIR  30 x 106 90% 5 

GRUPO IV GIROLANDO 30 x 106 95% 5 

GIR  30 x 106 85% 5 

 

 A média da concentração de 30 x 106 espermatozóides, a motilidade e o vigor foi 

semelhante em todas as repetições porque as palhetas de sêmen utilizadas eram da 

mesma partida e foram comprados de uma mesma central. Não houve diferença entre 

os touros em relação aos parâmetros de avaliação utilizados. 

 No grupo IV, a taxa de recuperação dos espermatozóides após a centrifugação 

no gradiente de densidade foi em média 5 milhões de espermatozóides (16,66%). De 

acordo com Van Munster et al. (1999) esta taxa de recuperação é um forte indício que, 

em média, os gradientes testados foram eficientes para separar os espermatozóides 
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portadores do cromossomo X daqueles portadores do Y. Os autores demonstraram que 

métodos de sexagem de espermatozóides em que as taxas de recuperação estivessem 

entre 10 e 20%, permitem atingir acuidade de sexagem de até 70%. 

  As tabelas 3 e 4 mostram os resultados da avaliação do sêmen dos grupos III e 

V respectivamente. 

 
TABELA 3. Avaliação do sêmen antes da FIV, das duas repetições feitas, do grupo III 

(Incubação) quanto aos parâmetros de concentração, motilidade e vigor, antes e depois 

da incubação em estufa de CO2 por 12 horas. 
REPETIÇÀO PARÂMETRO DE 

AVALIAÇÀO 
ANTES DA 

INCUBAÇÀO 
DEPOIS DA 

INCUBAÇÀO 
ANTES DA 

LAVAGEM 

DEPOIS DA 

LAVAGEM 

1 GIROLANDO CONCENTRAÇÃO 40 X 106 35 X 106 3 X 106 

MOTILIDADE 80% 90% 10% 

VIGOR 5 5 3 

2 GIR  CONCENTRAÇÀO 40 X 106 37 X 106 3 X 106 

MOTILIDADE 85% 90% 10% 

VIGOR 5 5 2 

  
De acordo com o resultado demonstrado na tabela 3 verifica-se que houve uma 

diminuição muito significativa da concentração e da motilidade após as 12 horas de 

incubação, de 90% para 10%. LECHNIAK et al (2003) testaram a incubação do sêmen, 

em meio FIV sem heparina, por 6 e 24 horas em comparação com sêmen sem 

incubação para posterior fecundação in vitro. Eles descreveram que a motilidade dos 

espermatozóides diminuiu significativamente de acordo com o aumento do tempo de 

incubação, 80% no grupo controle, 65% no grupo em que a incubação foi feita por 6 

horas e 45% no grupo em que o sêmen foi incubado por 24 horas, porem após as 

primeiras 15 horas desse ultimo grupo o meio foi trocado por um meio fresco, esse 

pode ser o motivo pelo qual a motilidade não foi tão baixa quanto a que encontramos. A 

motilidade espermática é uma das principais características associadas com a 

capacidade de fecundação do sêmen (VERSTEGEN et al., 2002). 
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TABELA 4. Avaliação do sêmen antes da FIV, das duas repetições, do grupo V 

(Múltiplos tratamentos) quanto aos parâmetros de concentração, motilidade e vigor, 

antes e depois da incubação por 12 horas e depois da centrifugação em gradiente de 

sexagem. 
REPETIÇÀO PARÂMETRO DE 

AVALIAÇÀO 
ANTES DA 

INCUBAÇÀO 
DEPOIS DA 

INCUBAÇÀO 
DEPOIS DO 
GRADIENTE 

ANTES DA 

LAVAGEM 

DEPOIS DA 

LAVAGEM 

1 GIROLANDO CONCENTRAÇÃO 40 X 106 35 X 106 3 X 106 Poucos, não se 

conseguiu 

contar a 

concentração. 

MOTILIDADE 80% 90% 10% 5% 

VIGOR 5 5 3 3 

2 GIR  CONCENTRAÇÀO 40 X 106 37 X 106 3 X 106 Poucos, não se 

conseguiu 

contar a 

concentração. 

MOTILIDADE 85% 90% 10% 5% 

VIGOR 5 5 2 2 

 
 Essa tabela 4 demonstra que a motilidade dos espermatozóides é reduzida ainda 

mais depois de uma centrifugação em um gradiente de Percoll de 9 mL, após ter sido 

incubado por 12 horas pois caiu de 10 para 5%, sugerindo que os espermatozóides já 

estão em processo de capacitação após a incubação, o que pode ser confirmado 

também pela diminuição do vigor que caiu de 5 para 3. E essa drástica redução da 

concentração apos a centrifugação ocorreu porque o gradiente seleciona os 

espermatozóides viáveis e já houve uma grande diminuição após a incubação.  
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6.1.1.Produção in vitro de embriões 
 

Os resultados das produções de embriões como número de oócitos utilizados, 

total de estruturas para cultivo, clivagem e total de embriões produzidos de todos os 

grupos se encontram nas tabela 5 
 
TABELA 5. Total de oócitos, números de estruturas cultivadas, porcentagem de 

embriões clivados e total de embriões produzidos em seis tratamentos para produção in 

vitro de embriões bovinos. 

GRUPO 
NÚMERO 

DE 
OÓCITOS 

NÚMEROS DE 
ESTRUTURAS 
CULTIVADAS 

CLIVAGEM N 
(%)1 

BLASTOCISTOS N 
(%)2 

CONTROLE (I) 1875 1725 1411a (75,25%) 526a (28,05%) 

MATURAÇÃO (II) 1835 1728 1391a (75,80%) 656b (35,74%)  

INCUBAÇÃO (III) 1942 1802 1025b (52,78%) 282c (14,52%)  

GRADIENTE DE 
SEXAGEM (IV) 

2305 2091 1696a (73,57%) 568a (24,64%)  

MÚLTIPLOS 
TRATAMENTOS (V)* 

1033 900 533b (51,59) 115d (11,13%)  

MATURAÇÃO 
ASSOCIADA AO 
GRADIENTE DE 
SEXAGEM (VI) 

580 502 439a (75,68%) 121c (20,86%)  

A, B Letras diferentes entre linhas na mesma coluna, diferem estatisticamente entre si pelo teste do qui-quadrado ao nível 

de significância de 5% 
1-Porcentagem do total de embriões clivados em relação ao número total de oócitos. 

2-Porcentagem do total de embriões produzidos em relação ao número total de oócitos. 
*-Mútiplos tratamentos: associação da incubação espermática e da maturação por 18 horas ao gradiente de sexagem. 

 
Nos grupos I, II, IV e VI os resultados das taxas de clivagem foram semelhantes 

(75,25%, 75,80%, 73,57% e 75,68% respectivamente), e diferenciaram estatisticamente 

dos grupos III e V (52,78% e 51,59% respectivamente) que obtiveram uma taxa de 

clivagem bem menor. Essa queda da clivagem pode ser explicada pela perda da 

habilidade dos espermatozóides em fecundar, como será discutido mais adiante.  
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Em relação a taxa de produção de embriões o grupo que se destacou com a 

maior produção foi o grupo II com 35, 74% de embriões produzidos e foi diferente 

estatisticamente de todos os outros, o que demonstrou que essa redução na maturação 

não afetou a fecundação. Já a produção embrionária do grupo IV (24,64%) não teve 

diferença estatística do grupo I (28,05%), demonstrando que o gradiente não diminui a 

produção de embriões.  

A taxa dos grupos III (14,52%) e V (11,13%) foi significativamente menor em 

relação aos grupos já citados, o que sugere mais uma vez que os espermatozóides 

foram afetados pela incubação e no que se refere a este último grupo, a centrifugação 

afetou ainda mais por ter sido feita após a incubação.  

O grupo VI foi estatisticamente diferente dos outros em relação a produção 

embrionária (20,86%), porém semelhante ao grupo III, esse resultado pode ser 

explicado pelo número menor de repetições que foi feito nele.  

Essas taxas de produção de embriões, mesmo as dos grupos em que foram 

melhores (TABELA 5), são mais baixas quando comparadas com taxas de produção em 

que o cultivo é feito na presença de SFB, pois o soro promove o desenvolvimento 

embrionário. RAGAGNIN DE LIMA (2011) testou diferentes fontes protéicas no meio de 

cultivo de embriões bovinos e encontrou a menor taxa de produção quando os 

embriões foram cultivados apenas com BSA (31,88%) e a maior taxa quando foram 

cultivados em meio com BSA e SFB (44,83%). No presente experimento o cultivo 

embrionário de todos os grupos foi feito sem o SFB, apenas com BSA. 
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A tabela 6 mostra o número total de embriões sexados pela técnica da PCR de 

todos os grupos, bem como a comparação da porcentagem de machos e fêmeas entre 

eles. 

 
TABELA 6. Porcentagem de embriões bovinos produzidos in vitro, machos e fêmeas, 

dos seis tratamentos realizados. 

GRUPOS MACHOS (%) FÊMEAS (%) TOTAL 

I-CONTROLE 59 (56,73)a 45 (43,27)a 104 

II-MATURAÇÃO 18HS 54 (55,67)a 43 (44,33)a 97 

III-INCUBAÇÃO 41 (40,59)b 60 (59,41)b 101 

IV-GRADIENTE 36 (35,64)b 65 (64,36)b 101 

V-MULTIPLOS TRATAMENTOS* 30 (31,91)b 64 (68,09)b 94 

VI-GRADIENTE E MATURAÇÃO 34 (48,57)a 36 (51,43)a 70 
a, b Letras minúsculas diferentes entre linhas na mesma coluna, diferem estatisticamente entre si pelo teste do qui-
quadrado ao nível de significância de 5%. 

*-Mútiplos tratamentos: associação da incubação espermática e da maturação por 18 horas ao gradiente de sexagem. 

 

A tabela 6 nos mostra que houve estatisticamente um desvio no sexo, em favor 

das fêmeas, dos embriões produzidos nos grupos III, IV e V (59,41%, 64,36% e 

68,09%) em relação ao grupo controle, porém os grupos II e VI não demonstraram esse 

desvio. Ficou demonstrado que a incubação dos espermatozóides desvia o sexo em 

relação as fêmeas, porém reduz a produção embrionária, sugerindo que realmente o 

estresse oxidativo e a produção de radicais livres afeta a capacidade de fecundação 

dos espermatozóides (VISHWANATH e SHANNON, 1999) e parece afetar mais os Y 

que os X (LECHNIAK et al., 2003). 

Porém a maturação dos oócitos por 18 horas e a incubação dos 

espermatozóides por 12 horas associadas a centrifugação do sêmen em gradiente de 

densidade não aumentaram a acuidade da sexagem acima de 65%, como foi proposto 

na hipótese deste trabalho, visto que não houve diferença significativa entre o grupo III 

e o V e o II não desviou o sexo. 
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Esse resultado do grupo I de 56,73% de machos,é um pequeno aumento no 

número de embriões do sexo masculino (TABELA 6) e já era esperado, pois o sistema 

de cultivo da PIVE, sem nenhuma técnica utilizada para diminuir essa proporção, desvia 

o sexo dos embriões em favor dos machos. 

A tabela 6 nos mostra que a taxa de clivagem obtida no grupo II foi de 75,80%. 

RIZOS et al., (2008) diminuíram o tempo de maturação de oócitos bovinos na PIVE, de 

24 para 16 horas e encontraram uma diminuição significativa da clivagem dos embriões 

após 48 horas da fecundação (77,1% e 70,6%, 24 e 16 horas respectivamente). Esses 

resultados não estão de acordo com os encontrados no presente trabalho, em que não 

houve diferença significativa na clivagem dos embriões no grupo com 18 horas de 

maturação em relação ao controle (TABELA 5). Entretanto, em relação a diferença na 

proporção sexual com a diminuição do tempo de maturação, os autores também não 

encontraram diferença entre os embriões produzidos. Eles obtiveram um total de 41,5% 

de fêmeas no grupo com 16 horas de maturação e neste trabalho foi encontrado 

44,33% de fêmeas no grupo 18 horas de maturação.  
Tanto DOMINKO e FIRST (1997) e GUTIERREZ-ÁDAN et al. (1999) relataram 

que a fecundação do oócito imediatamente após a extrusão do primeiro corpúsculo 

polar (aproximadamente 16 horas após o início da maturação), resultou em mais 

embriões do sexo feminino, porém o atraso da fecundação em 8 horas resulta em mais 

embriões do sexo masculino. Eles sugerem que essa diferença observada da 

proporção sexual, diferente de 1:1, que é o esperado, é influenciada pelo estágio de 

maturação do oócito e a cinética de interação espermatozóide-oócito. Eles propõem 

que o atraso na fecundação permite que os oócitos, que chegam a metáfase II, 

processem mais efetivamente o espermatozóide Y e que o atraso na fecundação 

permite que um número maior de oócitos alcancem um estágio ótimo de maturação 

(RIZOS et al., 2008). 

Neste estudo não foram selecionados oócitos com presença, ou não, do primeiro 

corpúsculo polar, mesmo porque o tempo de maturação foi de 18 horas. AGUNG et al., 

(2006), igualmente a este trabalho, não selecionaram oócitos baseados na extrusão do 
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primeiro corpúsculo polar e também não observaram diferença na proporção sexual de 

embriões com 16 horas de maturação comparados com 22. 

Foi sugerido que a vida fértil dos espermatozóides, in vitro, é de 

aproximadamente de 3 a 5 dias quando estocados em temperaturas que variam de 10 a 

21°C, entretanto a fertilidade diminui em temperaturas acima de 25°C (VISHWANATH e 

SHANNON, 1999). Tem sido demonstrado também que a longevidade espermática é 

prolongada para aproximadamente 30 horas quando se cultiva os espermatozóides 

com células epiteliais do oviduto in vitro a 39°C, essa informação sugere que essas 

células também sejam capazes de manter a viabilidade espermática (POLLARD et al., 

1991).  

A porcentagem de embriões produzida no grupo III, 14,52% como nos mostra a 

Tabela 5, é bem mais baixa em comparação ao grupo controle, o que sugere que os 

espermatozóides perderam a capacidade de fecundação depois da incubação, como foi 

mostrado anteriormente pelo resultado da perda da motilidade após a incubação 

(TABELA 3). A incubação do sêmen por 12 horas também não foi feita na presença de 

células do oviduto, o que reduziu bastante a capacidade de fecundação dos 

espermatozóides quando comparado com o grupo controle. Essa perda da habilidade 

de fecundação tem sido atribuída também, e principalmente, ao estresse oxidativo e a 

produção de radicais livres que afetam o potencial de sobrevivência dos 

espermatozóides (VISHWANATH e SHANNON, 1999). 

 WATKINS et al. (1996), revelaram que os espermatozóides que contêm o 

cromossomo X, após incubação de 24 horas, demonstraram maior motilidade, 

progressão e hiperativação quando comparados com o espermatozoides que contêm o 

Y. Nesse estudo demonstramos que a incubação realmente parece ter afetado 

negativamente os espermatozóides Y, já que obtivemos um número maior de embriões 

do sexo feminino (59% de fêmeas e 41% de machos aproximadamente). A incubação 

selecionou os espermatozóides em favor das fêmeas, porém diminuiu a capacidade de 

fecundação o que levou a produção de um número muito baixo de embriões. 

A sexagem de espermatozóides por centrifugação em gradiente de densidade 

resultou em 73% de taxas de clivagem corroborando com os dados obtidos por 
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HOSSEPIAN DE LIMA et al., (2003) que, utilizando sexagem de espermatozóides por 

gradiente descontínuo de densidade, observaram taxas de clivagem de 75% com 

acuidade de sexagem de até 70%. LUCIO et al. (2012), utilizando o mesmo método de 

sexagem, também observou taxas de clivagem de 70% e de blastocisto de 27,6% 

corroborando com o resultado que obtivemos tanto na taxa de clivagem, 73%, quanto 

na de produção embrionária, 24,64%. No entanto, PERINI (2007), observou taxa de 

clivagem mais baixa, 58%, em relação ao presente estudo, mas a taxa de blastocisto foi 

de 35%. RESENDE et al. (2010a), utilizando centrifugação em gradiente contínuo de 

Percoll, observou taxa de clivagem de 70% e taxa de blastocisto de 23%, corroborando 

com os resultados obtidos nesse trabalho.  Apesar de não significativo, a centrifugação 

em gradiente de densidade apresentou taxas de clivagem e blastocistos menores que o 

grupo controle, 75,25% e 28,05%, respectivamente. O mesmo foi observado em todos os 

trabalhos em que se utilizou a centrifugação para selecionar espermatozóides 

portadores do cromossomo X (HOSSEPIAN DE LIMA et al, 2003; PERINI, 2007; 

RESENDE et al., 2010a; LUCIO et al., 2012), comprovando que esta metodologia 

possui repetibilidade para o desenvolvimento in vitro de embriões bovinos. 

Existem na literatura resultados descritos deste mesmo gradiente de sexagem, 

com sêmen convencional congelado/descongelado em relação ao desvio da proporção 

sexual em favor das fêmeas com resultados semelhantes ao que conseguimos neste 

trabalho (64% de fêmeas), Resende et al. (2009) utilizando a mesma técnica conseguiu 

um desvio de 63%; Lucio et al. (2012) demonstrou 60% e Perini (2007) 62% de desvio. 

Outros resultados satisfatórios em relação a esse desvio, com o mesmo gradiente, 

porém com sêmen in natura também já foram demonstrados com resultados de até 

74.3% de acuidade na sexagem (HOSSEPIAN DE LIMA et al., 2000; HOSSEPIAN DE 

LIMA, 2007; HOSSEPIAN DE LIMA et al., 2011) em favor das fêmeas. Esses resultados 

demonstram mais uma vez a eficiência do gradiente de sexagem em separar os 

espermatozóides X dos Y e sua repetibilidade. 

Os espermatozóides utilizados no presente estudo passaram por processo de 

descongelação e, após isto, foram submetidos à centrifugação nos gradiente de 

densidade. Os processos de congelação/descongelação aumentam a proporção de 
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espermatozóides capacitados que sofreram reação acrossomal (BARABAS e 

MASCARENHAS, 2009), afetam a função mitocondrial (JANUSKAUSKAS et al., 2005), 

alteram a estrutura da cromatina espermática (GRAVANCE et al., 1998; THUNDATHIL 

et al., 1999) e induzem a formação de espécies reativas de oxigênio (ROS) que 

prejudicam a fertilidade (O’FLAHERTY et al., 1997). Além disso, a centrifugação em 

gradiente de densidade aumenta a proporção de células com membrana acrossomal 

danificada (LUCIO, 2012; OLIVEIRA, 2012; RESENDE et al., 2010a). Todos estes 

resultados mostram uma redução na longevidade e um prejuízo na habilidade do 

espermatozóide em fertilizar o oócito e sustentar um desenvolvimento embrionário 

(DEFOIN et al., 2008).  

Devido a estes fatores o uso da centrifugação em gradiente de densidade para 

separar espermatozóides que serão utilizados na fecundação in vitro, tem a 

probabilidade de diminuir as taxas de clivagem e blastocisto, quando comparados com 

o grupo controle. Mas, em estudos anteriores, foi comprovado que a centrifugação de 

sêmen congelado/descongelado em gradiente de densidade de Percoll, selecionou 

espermatozóides sem fragmentação no DNA (RESENDE et al., 2010b), com motilidade 

elevada (70 a 80%), reduziu a proporção de espermatozóides com defeitos maiores e 

aumentou o percentual de células com membrana plasmática integra (OLIVEIRA, 

2011), selecionando os espermatozóides que não foram danificados pelo processo de 

congelação/descongelação. A integridade da membrana plasmática é fundamental na 

capacidade de fecundação do espermatozóide (FLESH e GADELLA, 2000).  

 As taxas de clivagem (51,59%) e produção embrionária (11,13%) do grupo V, 

são bem menores em relação ao controle (75,25% e 28,05% respectivamente) e 

estatisticamente semelhante ao grupo incubação espermática no que se refere a 

clivagem (52,78%) como demonstradas na tabela 5. De todos os grupos esse teve a 

menor taxa de produção embrionária, o que, na verdade, após a análise dos outros 

grupos, já era esperado, pois além da incubação por 12 horas, o que diminuiu 

significativamente a motilidade espermática, o sêmen foi centrifugado em gradiente de 

sexagem, diminuindo ainda mais a motilidade e a concentração.  
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 E como já foi discutido anteriormente que a centrifugação do sêmen em 

gradiente de densidade, selecionou espermatozóides sem fragmentação no DNA 

(RESENDE et al., 2010b), reduziu a proporção de espermatozóides com defeitos 

maiores e aumentou o percentual de células com membrana plasmática integra 

(OLIVEIRA et al., 2011), pode ser que o processo de incubação cause danos a 

membrana ou induza reação acrossomal, por isso ocorre essa diminuição na 

concentração e consequentemente menor taxa de produção embrionária. Porém neste 

trabalho não foram analisados danos aos espermatozóides após incubação. 

 E no que diz respeito ao desvio da proporção sexual, houve uma seleção dos 

espermatozóides ligeiramente maior que no grupo sexagem demonstrada pela taxa de 

embriões fêmeas produzida (68,09%), apesar de não ter sido estatiscamente diferente 

(TABELA 6). 
Não houve diferença significativa entre a clivagem dos embriões do grupo VI em 

relação ao controle (75,68% e 75,25% respectivamente), porém a taxa de produção 

embrionária foi significativamente menor (20,86% e 28,05% respectivamente) como 

demontrada na tabela 5. Nesse grupo, apesar de ter um número maior de embriões 

fêmeas sexados pela PCR (TABELA 6), não houve diferença estatística em relação ao 

controle. Esse fato pode ser explicado pelo baixo número de embriões sexados em 

relação aos outros grupos, pois quando foi feita a extração do DNA para a realização da 

PCR, não foi possível extrair de todos os embriões produzidos nesse grupo.  
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TABELA 7. Porcentagem de machos e fêmeas por estadio de desenvolvimento em 

embriões bovinos produzidos in vitro em diferentes tratamentos. 
GRUPOS BI BL BX 

M (%) F (%) M (%) F (%) M (%) F (%) 

CONTROLE (I) 24 (68,57)a 11 (31,43)a 17 (50,00)a 17 (50,00)a 18 (51,43)a 17 (48,57)a 

MATURAÇÃO 
18HS (II) 18 (58,00)a 13 (42,00)a 19 (57,58)a 14 (42,42)a 17 (51,52)a 16 (48,48)a 

INCUBAÇÃO 
ESPERMATICA 

(III) 14 (33,34)b 28 (66,66)b 13 (46,42)a 15 (53,57)a 14 (45,16)a 17 (54,83)a 

GRADIENTE (IV) 10 (30,30)b 23 (69,70)b 13 (37,15)a 22 (62,85)a 13 (39,40)a 20 (60,60)a 

MULTIPLOS 
TRATAMENTOS 

(V)* 4 (25,00)b 8 (75,00)b 10 (37,03)a 17 (62,97)a 16 (29,09)b 39 (70,90)b 

GRADIENTE E 
MATURAÇÃO 

(VI) 8 (47,00)a 9 (53,00)a 12 (48,00)a 13 (52,00)a 14 (50,00)a 14 (50,00)a 

Letras diferentes entre linhas na mesma coluna diferem estatisticamente entre si pelo teste do qui-quadrado ao nível de 
significância de 5%. 

*-Mútiplos tratamentos: associação da incubação espermática e da maturação por 18 horas ao gradiente de sexagem. 
 

 A tabela 7 nos mostra que em relação a porcentagem de machos e fêmeas por 

estadio embrionário entre os grupos, só houve diferença significativa entre os 

Blastocistos Iniciais (BI) dos grupos III, IV e V em relação ao controle. Entre os 

Blastocistos (BL) não houve diferença e entre os Blastocistos Expandidos (BX) apenas 

no grupo V em relação ao controle.  

Vários estudos demonstram que embriões do sexo masculino se desenvolvem 

mais rapidamente que os do sexo feminino (XU et al. 1991; KOCHHAR et al. 2001) e a 

seleção desses embriões mais desenvolvidos pressupondo que eles possuem melhor 

capacidade de gerar uma prenhez pode ser uma das razoes da predominância de 

machos entre os bezerros nascidos de FIV (HASLER 2000). Nossos resultados não 

estão de acordo com o que afirmam os autores citados acima, pois não tivemos um 
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numero maior de machos entre os BX, que dentre os três, é o estádio embrionário mais 

desenvolvido.  

 
6.2.EXPERIMENTO 2 

 
TABELA 8. Vacas aspiradas, total de oócitos viáveis, estruturas para o cultivo, 

porcentagem de embriões produzidos in vitro com oócitos obtidos por aspiração folicular 

guiada por ultrassom em Frutal, Sacramento e Monte Alto. 
LOCAL DA 

ASPIRAÇÃO 
TOTAL DE 

VACAS 
ASPIRADAS 

TOTAL DE 
OÓCITOS 
VIÁVEIS 

TOTAL DE 
ESTRUTURAS 

PARA CULTIVO 

TOTAL DE 
EMBRIÕES 

PRODUZIDOS1 (%) 

Frutal 4 126 124 37 (29,36%) 

Sacramento 6 150 144 44 (29,33%) 

Monte Alto 8 54 52 7 (12,96%) 

Total 18 330 320 88 (26,66%) 

1- Porcentagem do total de embriões produzidos em relação ao número total de oócitos. 
 

Os embriões produzidos por essas aspirações foram feitos como no grupo VI do 

experimento 1. Os resultados das taxas de produções embrionárias (TABELA 8) das 

aspirações feitas em Frutal e Sacramento (29,36% e 29,33% respectivamente) foram 

muito semelhantes, porém a de Monte Alto (12,96%) foi bem mais baixa, o que pode 

ser explicado pela qualidade dos oócitos que foram aspirados, pois não eram de boa 

qualidade, talvez porque as doadoras aspiradas eram vacas de alta produção leiteira. 

Mas, mesmo assim, a FIV dessa aspiração foi feita, pois já havia receptoras 

sincronizadas para transferência dos embriões produzidos. 

 Apenas os embriões de boa qualidade, grau I, foram envasados e transferidos, 

os outros foram descartados. O diagnóstico de prenhêz, feito aos 45 dias de gestação, 

e o resultado da sexagem fetal, feita 15 dias após a confirmação das prenhezes, estão 

na tabela 9. 
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TABELA 9. Porcentagem de prenhez após a transferência de embriões produzidos in 

vitro das três aspirações, bem como a porcentagem de embriões fêmeas e machos 

diagnosticada pela sexagem fetal aos 60 dias de gestação. 
LOCAL TRANSFERÊNCIAS PRENHEZES (%) FÊMEAS (%) MACHOS (%) 

Frutal 29 13 11 2 

Sacramento 13 4 4 - 

Monte Alto 7 1 1 - 

TOTAL  49 18 (36,73) 16 (88,88) 2 (11,12) 

 

 Foram transferidos, no total, 49 embriões. Das 49 transferências, 18 resultaram 

em prenhêz e dessas prenhezes, 16 fetos foram diagnosticados fêmeas.  

A taxa média de prenhêz após a transferência das 3 aspirações e produção in 

vitro de embriões utilizando maturação dos oócitos por 18 horas e centrifugação do 

sêmen em gradiente de densidade foi de 36,73%. Esse resultado de prenhez é um bom 

resultado e é semelhante aos encontrados por STEWART et al., (2011) e PONTES et 

al., (2010) que produziram embriões utilizando sêmen sexado por citômetro de fluxo e 

por PONTES et al., (2009) utilizando sêmen convencional.  

A porcentagem de fêmeas foi de 88,88% o que demonstra ser um ótimo 

resultado e demonstra também que o gradiente de sexagem atingiu uma acuidade 

maior que 65%. 
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7.CONCLUSÕES 

 

  

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, podemos concluir que: 

 

1) O método de seleção do sexo em gradiente de densidade não altera o 

desenvolvimento de embriões produzidos in vitro e selecionou 64% dos 

espermatozóides em favor das fêmeas; 

2) A técnica de incubação de espermatozóides antes da FIV pode ser considerada 

um outro método de seleção dos espermatozóides, porém diminui muito a taxa 

de produção in vitro de embriões bovinos; 

3) A associação da incubação dos espermatozóides por 12 horas e da redução da 

maturação de 24 para 18 horas ao gradiente de densidade não aumenta sua 

taxa de acuidade e prejudica a produção embrionária em embriões no D8; 

4) A taxa de prenhez de 36,73% e a porcentagem de fêmeas de 88,88% são 

resultados muito satisfatórios e demonstram que o uso da técnica de gradiente 

de sexagem associado a maturação por 18 horas, para produção in vitro de 

embriões bovinos, é uma alternativa ao uso do sêmen sexado pelo citômetro de 

fluxo, já que não prejudica a produção embrionária. 
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ANEXOS 

 

Anexo 1 

Total de oócitos, estruturas para cultivo, clivados e embriões produzidos produzidos in 

vitro do grupo Controle.  
REPETIÇÃO N° DE OOCITOS 

UTILIZADOS 
N° DE ESTRUTURAS 

PARA CULTIVO 
N ° DE 

EMBRIÕES 
CLIVADOS 

N° DE EMBRIÕES 
PRODUZIDOS 

1 250 170 139 52 

2 375 360 318 190 

3 500 478 381 69 

4 375 350 280 105 

5 375 367 293 110 

TOTAL 1875 1725 1411 (75,25%)1 526 (28,05%)2  

1-Porcentagem do total de embriões clivados em relação ao número total de oócitos. 
2-Porcentagem do total de embriões produzidos em relação ao número total de oócitos. 

 
 

Anexo 2 
Total de oócitos, estruturas para cultivo, clivados e embriões bovinos produzidos in vitro 

no grupo em que houve a diminuição da maturação de 24 para 18 horas. 
REPETIÇÃO N° DE OOCITOS 

UTILIZADOS 
N° DE ESTRUTURAS 

PARA CULTIVO 
N ° DE 

EMBRIÕES 
CLIVADOS 

N° DE EMBRIÕES 
PRODUZIDOS 

1 625 604 473 280 

2 250 230 185 95 

3 250 238 201 107 

4 360 336 272 99 

5 350 320 260 75 

TOTAL 1835 1728 1391 (75,80%)1 656 (35,74%)2  

1-Porcentagem do total de embriões clivados em relação ao número total de oócitos. 
2-Porcentagem do total de embriões produzidos em relação ao número total de oócitos. 
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Anexo 3 

Total de oócitos, estruturas para cultivo, clivados e embriões bovinos produzidos in 

vitro, no grupo em que o sêmen foi submetido a incubação por 12 horas 
REPETIÇÃO N° DE OOCITOS 

UTILIZADOS 
N° DE ESTRUTURAS 

PARA CULTIVO 
N ° DE 

EMBRIÕES 
CLIVADOS 

N° DE EMBRIÕES 
PRODUZIDOS 

1 250 240 151 48 

2 534 517 389 94 

3 350 310 130 35 

4 383 352 159 48 

5 425 383 196 57 

TOTAL 1942 1802 1025 (52,78%)1 282 (14,52%)2  

1-Porcentagem do total de embriões clivados em relação ao número total de oócitos. 

2-Porcentagem do total de embriões produzidos em relação ao número total de oócitos. 

 

Anexo 4 

Total de oócitos, estruturas para cultivo, clivados e embriões bovinos produzidos in vitro 

do grupo em que o sêmen foi centrifugado em gradiente de sexagem.  
REPETIÇÃO N° DE OOCITOS 

UTILIZADOS 
N° DE ESTRUTURAS 

PARA CULTIVO 
N ° DE 

EMBRIÕES 
CLIVADOS (%) 

N° DE EMBRIÕES 
PRODUZIDOS (%) 

1 400 355 280 122 

2 370 345 278 88 

3 750 668 552 122 

4 380 358 290 98 

5 405 365 296 138 

TOTAL 2305 2091 1696 (73,57%)1 568 (24,64%)2  

1-Porcentagem do total de embriões clivados em relação ao número total de oócitos. 

2-Porcentagem do total de embriões produzidos em relação ao número total de oócitos. 
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Anexo 5 

Total de oócitos, estruturas para cultivo, clivados e embriões bovinos produzidos in vitro 

do grupo em que se aliam ao gradiente de sexagem, a maturação dos oócitos reduzida 

para 18 horas e a incubação do sêmen por 12 horas antes da fecundação. 
REPETIÇÃO N° DE OOCITOS 

UTILIZADOS 
N° DE ESTRUTURAS 

PARA CULTIVO 
N ° DE 

EMBRIÕES 
CLIVADOS 

N° DE EMBRIÕES 
PRODUZIDOS 

1 543 447 263 72 

2 490 453 270 43 

TOTAL 1033 900 533 (51,59)1 115 (11,13%)2  

1-Porcentagem do total de embriões clivados em relação ao número total de oócitos. 
2-Porcentagem do total de embriões produzidos em relação ao número total de oócitos. 

 

Anexo 6 

Total de oócitos, estruturas para cultivo, clivados e embriões produzidos in vitro no 

grupo em que se associa ao gradiente de sexagem a redução da maturação para 18 

horas.   
REPETIÇÃO N° DE OOCITOS 

UTILIZADOS 
N° DE ESTRUTURAS 

PARA CULTIVO 
N ° DE 

EMBRIÕES 
CLIVADOS 

N° DE EMBRIÕES 
PRODUZIDOS 

1 300 246 213 64 

2 280 256 226 57 

TOTAL 580 502 439 (75,68%)1 121 (20,86%)2  

1-Porcentagem do total de embriões clivados em relação ao número total de oócitos. 

2-Porcentagem do total de embriões produzidos em relação ao número total de oócitos. 
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