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Resumo

Espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo produzidas naturalmente durante o metabolismo celular. Em
condicdes in vitro, a produgdo destas substancias ¢ potencializada pela presenca de altas tensdes de oxigénio
(O,), gerando o estresse oxidativo. Esta condicdo pode ser prejudicial a diferentes processos fisiologicos,
requeridos para o desenvolvimento normal de diferentes células e estruturas. Em gametas e embrides, os efeitos
deletérios das espécies reativas de oxigénio envolvem peroxidagdo dos lipidios das membranas, danos ao DNA e
morte celular por apoptose ou necrose. Esta revisdo destaca a importincia da tensdo atmosférica de O, no cultivo
in vitro de foliculos, odcitos € embrides.
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Abstract

Reactive oxygen species (ROS) are produced naturally during cell metabolism. Under in vitro
conditions, the production of these substances is enhanced in the presence of high tensions of oxygen (O2)
generating oxidative stress. This condition can be detrimental to various physiological processes required for
normal development of different cells and structures. In gametes and embryos the deleterious effects of ROS
involve lipid peroxidation of membranes, DNA damage and cell death by apoptosis or necrosis. This review
highlights the importance of atmospheric tension of O2 in the in vitro culture of follicles, oocytes and embryos.
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Introducao

Nas ultimas décadas, varias pesquisas t€ém sido realizadas na éarea de reproducdo animal visando
aumentar o potencial reprodutivo de animais de alto valor zootécnico ou em vias de extingdo. Nesse sentido, vém
sendo desenvolvidos inumeros modelos de estudos a fim de elucidar os mecanismos que regulam a
foliculogénese e seus principais eventos, incluindo a atresia (Fortune, 2003). Entre esses modelos, destaca-se o
cultivo in vitro de foliculos pré-antrais, cujo principal objetivo é promover o desenvolvimento folicular inicial
até a completa maturagdo do odcito. O crescimento, a maturagao e a fecundacdo in vitro de odcitos oriundos de
foliculos pré-antrais poderdo maximizar a produgdo in vitro de embrides, além de consistirem importantes
ferramentas para a elucidagdo dos mecanismos que regulam a foliculogénese desde sua fase inicial até a fase
final (Figueiredo et al., 2008).

O desenvolvimento de um sistema de cultivo eficiente, entretanto, consiste hoje em um fator limitante
para o sucesso do crescimento folicular inicial, fazendo-se necessdria a padronizagdo de importantes
componentes, como o meio de cultivo, os fatores de crescimento e os hormonios que serdo adicionados ao meio,
bem como a atmosfera gasosa e, em particular, a tensdo de oxigénio (O,). Atualmente a concentragdo de O, tem
recebido notavel atengdo, pois constitui um componente essencial para a manutencdo da viabilidade e para os
desenvolvimentos folicular ¢ embrionario (Clark et al., 2006).

A presente revisdo de literatura visa fornecer uma melhor compreensdo sobre os aspectos relacionados a
foliculogénese dos mamiferos, incluindo a populacdo e atresia folicular, além de fornecer importantes
informagdes sobre o desenvolvimento folicular, a maturagdo oocitaria e o cultivo embrionario, com énfase na
tensdo atmosférica de O,.

Foliculogénese

A foliculogénese é um processo que se inicia com a formacao do foliculo primordial e culmina com o
desenvolvimento do foliculo de De Graaf, também conhecido como pré-ovulatério (Van den Hurk e Zhao,
2005). Durante esse processo, a morfologia folicular ¢ alterada, uma vez que o odcito cresce e suas células
circundantes se multiplicam e se diferenciam (Bristol-Gould e Woodruff, 2006). Dessa forma, a foliculogénese
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pode ser dividida em duas fases distintas: 1) fase pré-antral, que é caracterizada pela ativagdo dos foliculos
primordiais e pela formag@o do foliculo primario, com posterior transi¢do destes foliculos para secundarios e 2)
fase antral, caracterizada pelo surgimento de uma cavidade repleta de liquido denominada antro, bem como pelo
crescimento dos foliculos tercidrios e posterior diferenciagdo destes em foliculos pré-ovulatorios (Fig. 1).
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Figura 1. Cortes histologicos de foliculos pré-antrais (A — primordial; B — transi¢do; C — primario ¢ D —
secundario) e foliculos antrais (E — tercidrio inicial ¢ F — tercidrio avancado), apos coloragdo com Acido
Periddico de Schiff (PAS)-Hematoxilina. O: odcito; CG: células da granulosa; ZP: zona pelucida; CT: células da
teca; A: antro.

Os foliculos primordiais sdo constituidos de um odcito imaturo, circundado por uma simples camada de
células da pré-granulosa de formato pavimentoso (Hutt et al., 2006). As caracteristicas morfologicas que marcam
a ativagdo destes foliculos sdo o aumento do didmetro oocitario, a proliferacdo das células da granulosa e a
mudanca na morfologia destas células de pavimentosas para cubicas. Durante este periodo, os foliculos que
apresentam células da granulosa pavimentosas e cubicas sdo denominados foliculos de transi¢do (Fortune, 2003).
Em seguida, quando o odcito ¢ circundado por uma camada completa de células da granulosa de morfologia
cubica, os foliculos passam a ser denominados primarios (Gougeon e Busso, 2000). Durante o crescimento
destes foliculos, as células da granulosa sofrem proliferagdo e ocorre um aumento do odcito em tamanho e
contetdo proteico (Picton et al., 1998). Posteriormente, duas ou mais camadas de células da granulosa séo
formadas ao redor do odcito, originando os foliculos secundarios. Nesta fase, ocorre a diferenciagdo das células
do estroma em células da teca e é possivel a visualizagdo da zona pelucida em torno do odcito (Fortune, 2003).
Com o desenvolvimento dos foliculos secundarios e a organizacdo das células da granulosa em multiplas
camadas, ocorre a formagdo de uma cavidade repleta de liquido denominada antro, que confere a classificacdo
destes foliculos antrais em tercidrios e pré-ovulatorios (Barnett et al., 2006).

Segundo Campbell (2009), grandes avangos foram obtidos nas ultimas décadas com relagdo a biologia
das células somaticas e germinativas de foliculos ovarianos. A partir desses estudos, ¢ notdério que o
desenvolvimento folicular parece ocorrer em trés fases distintas, sendo a fase intermedidria a mais prolongada.
Na primeira, o desenvolvimento folicular ocorre na auséncia de gonadotrofinas e parece ser controlado apenas
pela expressdo de fatores de crescimento locais. Na segunda fase, eles passam a ser responsivos, mas nao
requerem a presenga de hormoénios gonadotroficos para manter o desenvolvimento. Nesse momento, existe uma
responsividade a acdo das gonadotrofinas, entretanto a presenca delas ndo € requerida para o crescimento
normal. Ja na terceira fase, existe uma alta dependéncia gonadotréfica para o desenvolvimento dos foliculos
antrais, que pode ser dividida em trés etapas: recrutamento, sele¢do e dominancia (Van den Hurk e Zhao, 2005),
sendo a formagdo de foliculos pré-ovulatorios um pré-requisito para a ovulagdo e posterior formagdo do corpo
luteo, bem como para a manutengédo da fertilidade (Drummond, 2006).
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Populacio e atresia folicular

Os foliculos pré-antrais representam 90% da populacdo folicular, sendo que 95% deste total ¢
constituido por foliculos primordiais (Figueiredo et al., 2008), que constituem o estoque de gametas femininos
(Liu et al., 2001). Segundo Katska-Ksiazkiewicz (2006), a populagdo folicular difere entre as espécies, além de
ser observada uma grande variag@o individual, sendo de aproximadamente 1.500 na camundonga (Shaw et al.,
2000), 35.000 na cabra (Lucci et al., 1999), 160.000 na ovelha (Driancourt et al., 1991), 235.000 na vaca
(Betteridge et al., 1989) e 2.000.000 na mulher (Erickson, 1986). Apesar da grande populacdo folicular presente
no ovario dos mamiferos, a maioria destes (cerca de 99,9%) ndo chega a ovulagdo, por um processo denominado
atresia, o qual pode ocorrer por via degenerativa (necrose; Bras et al., 2005) e/ou apoptotica (Hussein, 2005).

Na via degenerativa, a isquemia pode ser uma das principais causas do desencadeamento da morte
folicular (Farber, 1982), resultando em alteragdes na permeabilidade da membrana celular, aumento de agua
intracelular, vacuolizagdo citoplasmatica e, consequentemente, degeneragdo (Barros et al., 2001). Padanilam
(2003) demonstrou que uma sobrecarga de fons Na' e um acamulo de ions Ca®*, com concomitante mudanga na
permeabilidade da membrana celular, os quais estdo associados a modifica¢cdes no volume e aumento na agua
intracelular, também podem levar ao processo necrotico. Além da isquemia, outros fatores que podem levar a
degeneragdo sdo estimulos toxicos, degenerativos e imunologicos, podendo tais fatores também induzir a
apoptose (Zeiss, 2003).

No que concerne a via apoptotica, sabe-se que se trata de um evento geneticamente determinado, ou
seja, depende da expressdo de genes pro e antiapoptdticos. A caracteristica marcante desse mecanismo ¢ a
fragmentacdo do DNA a cada 180-200 pares de bases (Hussein, 2005). Duas familias importantes regulam o
processo apoptdtico: a familia das caspases e a familia Bcl-2 (Tibbets et al., 2003). Dentre os fatores que podem
levar a apoptose, destacam-se o estresse oxidativo causado pelas espécies reativas de oxigénio, a irradiacdo, a
ativagdo de genes promotores de apoptose, danos no DNA, as citocinas, as proteinas virais, bem como a
deficiéncia de fatores de sobrevivéncia da célula (Johnson, 2003).

Cultivo folicular

O cultivo in vitro de foliculos ovarianos ¢ uma das etapas da biotécnica de Manipulagdo de Odcitos
Inclusos em Foliculos Ovarianos Pré-Antrais (MOIFOPA), ou ovdario artificial, ¢ vem sendo amplamente
empregado com o intuito de avaliar o efeito de diferentes substancias, em diferentes concentragdes e em
diferentes fases do desenvolvimento folicular, a fim de se mimetizar in vitro os eventos que ocorrem in vivo no
ovario. Além disso, o cultivo folicular tem por objetivo fornecer um grande nimero de odcitos viaveis para
posterior utilizacdo em outras biotécnicas, como fecundagao in vitro, visando a produgdo de embrides, transgenia
e clonagem. Entretanto, para alcancar esses objetivos, ¢ necessario o desenvolvimento de um sistema de cultivo
in vitro ideal para cada etapa do desenvolvimento folicular.

Nas ultimas duas décadas, varios sistemas de cultivo in vitro foram desenvolvidos, e os resultados
foram dependentes do tipo de meio, do sistema de cultivo adotado, da espécie animal estudada, bem como da
atmosfera gasosa utilizada (Eppig ¢ Schoeder, 1989; Boland et al., 1993; Fortune, 2003). Apesar dos esforgos,
em animais domésticos, ainda ndo foi desenvolvido um sistema de cultivo adequado para promover o completo
desenvolvimento de foliculos pré-antrais iniciais (primordiais, de transi¢do e primarios) até o estadio de pré-
ovulatorio.

Nesse sentido, diversos estudos vém sendo realizados a fim de se estabelecer a influéncia de diferentes
fatores, como duracdo do cultivo, utilizacdo de diferentes suplementos (Thompson et al., 1990), hormonios
(Matos et al., 2007) e fatores de crescimento (Erickson, 2001), bem como diferentes regimes de troca de meio,
sobre a elaboragdo de um sistema de cultivo adequado.

Os foliculos pré-antrais podem ser cultivados inclusos no tecido ovariano, ou seja, in situ, ou na forma
isolada. Em roedores, a pequena dimensao dos ovarios possibilita o cultivo do 6rgdo inteiro, o que tem sido
bastante util para o estudo da foliculogénese inicial em pequenas espécies de mamiferos (Fortune, 2003). J4 em
animais domésticos de médio e grande porte, devido as grandes dimensdes dos ovarios, ndo ¢ possivel a
utilizagdo deste modelo. O cultivo de pequenos fragmentos de cortex ovariano, rico em foliculos primordiais,
tem sido realizado para o estudo da ativagdo e do crescimento de foliculos primordiais em diferentes espécies,
como caprinos (Silva et al., 2006), ovinos (Andrade et al., 2005), bovinos (Braw-Tal e Yossefi, 1997) e humanos
(Telfer et al., 2008). Esse sistema de cultivo tem como principal vantagem a manutengdo da integridade folicular
e das interacdes entre as células foliculares e do estroma, facilitando a perfusdo do meio para o tecido ovariano
(Telfer, 1996).

O cultivo de foliculos isolados permite o monitoramento diario do crescimento folicular, bem como a
analise do efeito in vitro de hormoénios e fatores de crescimento sobre cada categoria folicular (Abir et al., 2001).
Apos o isolamento e posterior cultivo de grandes foliculos secundarios, foi obtida a formag@o de antro em ovinos
(Cecconi et al., 1999), bovinos (Gutierrez et al., 2000) e caprinos (Huamin e Yong, 2000), bem como a
maturag@o oocitaria em ovinos (Tamilmani et al., 2005) e, mais recentemente, a produgdo de embrides em
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bubalinos (Gupta et al., 2008) e suinos (Wu e Tian, 2007). Entretanto, o nascimento de produtos saudaveis a
partir do cultivo de foliculos pré-antrais e posterior maturagdo oocitaria e fecundagéo in vitro foi relatado apenas
em camundongos (O’Brien et al., 2003). E importante ressaltar que, para alcangar esses resultados, realizou-se
apenas o controle da atmosfera do didxido de carbono (CO,) no interior da incubadora, ndo tendo sido verificada
a influéncia do O,.

Maturacao oocitaria

A maturagdo odcitaria ¢ uma etapa que sucede o cultivo folicular e define, de fato, o sucesso do
desenvolvimento in vitro dos foliculos ovarianos. Os o6citos dos foliculos cultivados ou ndo encontram-se em
profase I, em condicdes in vivo somente apos a fémea atingir a puberdade, por acdo hormonal, ocorre a retomada
da meiose, que prossegue até alcangar a fase de metafase II, estddio em que permanecem até a fecundagédo ou
ativagdo partenogenética (Gongalves et al., 2008). Semelhante ao que ocorre in vivo, a maturacdo in vitro
envolve mudangas nucleares e citoplasmaticas do oocito, que devem ocorrer de forma simultinea de modo a
capacitar a fecundagdo e possibilitar o desenvolvimento embrionario adequado (Dode et al., 2000).

Os eventos nucleares envolvem reorganizagdo da rede de microtibulos, rompimento do envoltério
nuclear, condensacdo dos cromossomos e progressao para metafase I (MI), anafase I (Al), telofase I (TI), expulsao
do primeiro corptisculo polar e retengdo no estddio de metafase II (MII; Cha e Chian, 1998). Esses eventos sdo
desencadeados por uma cascata de fosforilagao e desfosforilagdo das enzimas quinases e fosfoquinases que atuam
no fator promotor de maturagdo (MPF), responsavel pela retomada e término da maturagdo dos odcitos em
mamiferos (Gongalves et al., 2007). O fator promotor de maturag@o apresenta baixa atividade quando o odcito esta
em fase de vesicula germinativa, ocorrendo um aumento gradativo da atividade deste fator no decorrer da meiose
que atinge a atividade méxima no estadio de metafase I (Gongalves et al., 2008).

No que se refere as mudancas citoplasmaticas, ocorre reprogramagdo na sintese proteica, mudanca na
atividade do fator promotor de maturagio, desenvolvimento dos mecanismos de liberacdo de Ca’', aumento de
deposi¢ao lipidica, reducdo do aparelho de Golgi, alinhamento dos granulos da cortical préximos a membrana
plasmatica e expansdo das células do cumulus (Dieleman et al., 2002).

Essa série de mudancas estruturais e bioquimicas representa o estadio final da preparagdo do odcito para
a fecundag@o. Entretanto, para que isso ocorra, o odcito precisa ter competéncia meiodtica, que pode ser definida
como a habilidade do oocito em iniciar a meiose sob condig¢des artificiais (Hewitt e England, 1998).
Morfologicamente, os odcitos com maior potencial para retomada da meiose devem apresentar ooplasma
homogéneo, serem completamente envolvidos por diversas camadas compactas de células do cumulus
(Gongalves et al., 2008) e apresentarem o diametro acima de 110 pm (Crozet et al., 2000).

Diversos estudos com animais domésticos tém demonstrado bons resultados no que se refere a
aquisicdo de odcitos meioticamente competentes obtidos a partir de foliculos pré-antrais (ovinos: Tamilmani et
al., 2005; Arunakumari et al., 2007; suinos: Wu et al., 2001; bubalinos: Gupta et al., 2008). Entretanto, esses
resultados ainda sdo bastante variaveis, possivelmente devido a natureza heterogénea dos oocitos imaturos
utilizados para a produg@o in vitro de embrides (PIV), falta de controle da atmosfera gasosa (tensdo de O,) e
componentes do meio de cultivo durante a maturag@o oocitaria (Sirard, 2001).

Cultivo embrionario

Em procedimentos in vitro, apds a fecundago, os embrides no estadio de uma célula ou zigoto sio
transferidos para o cultivo, onde permanecem por um periodo de sete dias, até atingirem o estadio de blastocisto,
quando, entdo, podem ser transferidos para o ttero de fémeas receptoras que levardo a gestagdo a termo (Dode et
al., 2000).

E sabido que a qualidade oocitiria ¢ um fator determinante para que embrides produzidos in vitro
possam chegar ao estadio de blastocisto, contudo diversos estudos ressaltam que as condigdes de cultivo também
sdo fatores preponderantes, influenciando, principalmente, a qualidade dos embrides (Lonergan et al., 2003).
Essas condigdes de cultivo envolvem varios fatores, como o tipo de meio, a atmosfera gasosa, a densidade
(quantidade de embrides/volume de meio), o tipo de suplementacdo proteica e a presenga ou ndo de cocultivo
(Donnay et al., 1997; Wrenzycki et al., 1999; Kitagawa et al., 2004; Oliveira et al., 2005).

Dentre esses fatores, um aspecto de grande importincia no ambiente de cultivo embriondrio ¢ a
atmosfera gasosa, especialmente a tensdo de O,, que tem grande influéncia na produgido e na qualidade dos
embrides, devido, principalmente, ao estresse oxidativo, que sera destacado a seguir.

Implicacées do oxigénio no cultivo celular in vitro
Citotoxicidade das espécies reativas de oxigénio

Alguns estudos sugerem que baixas tensoes de O, podem ser inadequadas para sustentar o metabolismo
celular aer6bio, enquanto o ambiente com alta concentragdo desse gas pode ser nocivo devido ao estresse
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oxidativo causado pelo aumento de espécies reativas de oxigénio (ERO), que sdo produzidas naturalmente
durante o metabolismo celular ou em desordens biologicas (Gigli et al., 2006).

O estresse oxidativo ocorre quando ha um desequilibrio entre a producgdo e a elimina¢do de radicais
livres (Barreiros et al., 2006). De acordo com Mignotte ¢ Vayssiere (1998), baixos niveis de espécies reativas de
oxigénio podem induzir a apoptose, enquanto o acimulo dessas moléculas pode gerar necrose em decorréncia da
peroxidacdo lipidica em diversas biomoléculas, ou, até mesmo, danos no DNA. Além disso, podem causar a
oxidagdo de moléculas-chaves, liberando proteases, lipases e nucleases dentro das mitocondrias, culminando
com a morte celular (Fiers et al., 1999). As principais espécies reativas de oxigénio formadas durante a redugio
do O, sdo os radicais superoxido (O,), peroxido de hidrogénio (H,0O,) e o radical hidroxila (OH; Ferreira e
Matsubara, 1997; Guérin et al., 2001), conforme demonstrado na Fig. 2.
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Figura 2. Espécies reativas de oxigénio (ERO) formadas a partir da reducdo do oxigénio (O,) em agua durante o
metabolismo celular. Essas moléculas correspondem aos radicais superdxido (O;), peroxido de hidrogénio
(H,05,) e hidroxila (OH"), que podem induzir a peroxidagao lipidica de membranas biologicas a danos no DNA.

Segundo Barreiros et al. (2006), baixas concentragdes das espécies reativas de oxigénio também podem
atuar como segundo mensageiro, modulando a expressdo de genes que governam processos fisioldgicos em
diferentes células e estruturas, como gametas ¢ embrides. Entretanto, altas concentragdes promovem diversos
efeitos deletérios as fungdes celulares, podendo alterar varias moléculas, como lipidios, proteinas e acidos
nucleicos (Halliwell e Gutteridge, 1999).

Diversos estudos mostram que os desenvolvimentos folicular e embriondrio sdo extremamente
susceptiveis as injurias causadas pelas espécies reativas de oxigénio durante o cultivo in vitro (Goto et al., 1993;
Petersen et al., 2005; Redding et al., 2007; Silva et al., 2010). Nesse contexto, a concentracdo de O, tem recebido
notavel atengdo por se mostrar um componente essencial para manutencao da viabilidade celular (Clark et al.,
2006). Nas seccdes seguintes, serfo enfatizados estudos que utilizaram diferentes tensdes de O, para o
desenvolvimento folicular, a maturac@o oocitaria e o cultivo embriondrio in vitro, bem como para a manutengao
da viabilidade dessas estruturas.

Influéncia da tensdo de oxigénio no desenvolvimento folicular

Além dos inimeros aspectos ja mencionados, os sistemas de cultivo in vitro visam amenizar os danos
celulares causados pelas espécies reativas de oxigé€nio durante a manipulagdo e o cultivo folicular. Essas
substancias podem causar diversos danos, incluindo degeneragdo folicular, disfungdes metabdlicas e indugdo da
apoptose ou necrose (Lima-Verde et al.,, 2007). Assim, diversos métodos tém sido desenvolvidos visando
minimizar a formag@o das espécies reativas de oxigénio, dentre eles destacam-se a redugdo da tensdo de O, nos
sistemas de cultivo in vitro, reducdo do tempo de manipulagdo sob luz incandescente (estereomicroscopio),
adi¢@o de antioxidantes ao meio de cultivo e realizagdo de um cocultivo com células somaticas (Correa et al.,
2008).

Especificamente, com relagdo a tensdo de O,, poucos estudos relatam o efeito desse gas sobre o
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desenvolvimento folicular em animais domésticos ¢ em humanos. Sabe-se que, nos diferentes sistemas de cultivo
de foliculos e de embrides, a atmosfera gasosa normalmente utilizada ¢ de 5% de CO, ou 20% de O,. Entretanto,
segundo Guérin et al. (2001), esta concentragdo de O, é mais elevada que a observada no ovario e no tutero. De
acordo com Barnett e Bavister (1996), a concentragdo intrauterina de O, esta no intervalo entre 1,5 ¢ 7%. Assim,
uma menor tensdo de O, tende a reduzir a formag@o de espécies reativas de oxigénio, favorecendo o
desenvolvimento folicular in vitro (Agarwal et al., 2005). Em foliculos pré-antrais ovinos, Cecconi et al. (1999)
demonstraram que baixos niveis de O, (5%) foram eficazes para aumentar as taxas de formagdo de antro apos
seis dias de cultivo. Por outro lado, observou-se que a tensdo de 20% de O, estimulou o desenvolvimento de
foliculos pré-antrais inclusos em fragmentos ovarianos bovinos (Gigli et al., 2006), além de aumentar
significativamente a taxa de formacdo de blastocistos ap6s o cultivo de odcitos suinos (Park et al., 2005). Na
literatura, porém, ainda ndo ha uma padronizacdo sobre a concentragdo ideal de O, a ser utilizada no cultivo in
vitro de foliculos pré-antrais.

Influéncia da tensdo de oxigénio durante a maturagdo oocitaria

O O, que chega ao odcito ¢ fundamental para o estabelecimento da competéncia meidtica e o
subsequente desenvolvimento embrionario. Hashimoto et al. (2000) verificaram que a utilizagdo de 5% de O, na
maturagdo de odcitos bovinos reduziu significativamente a viabilidade oocitaria, quando comparado a tensdo de
20%. Ja em suinos, os niveis de O, ndo exerceram efeitos na maturacdo de odcitos (Park et al., 2005). Segundo
Banwell et al. (2007), em camundongas, diferentes concentracdes de O, (2, 5 e 20%) ndo influenciaram a
habilidade dos oocitos de retomarem a meiose e serem fecundados. Por outro lado, Preis et al. (2007)
observaram nessa mesma espécie que a utilizagdo de 5% de O, na maturagdo de oodcitos favoreceu o
desenvolvimento embrionario até o estadio de blastocisto em relagdo a concentragdo de 20%.

Em o6citos de humanos, bovinos e suinos, estudos tém sugerido que 2% de O, podem afetar a
fosforilagdo oxidativa e consequentemente a sintese de ATP, além de apresentarem alta correlagdo com
anormalidades cromossOomicas e diminuigdo na taxa de gestacdo (Chui et al., 1997). Por outro lado, 20% de O,
representam uma condi¢@o nao fisiologica, possibilitando o aumento do estresse oxidativo durante a maturagao,
contribuindo, assim, para a ocorréncia de alteragdes citogenéticas (Banwell et al., 2007). Dessa forma, apesar da
grande variagdo nos resultados, concentragdes intermediarias, por se aproximarem dos niveis fisiologicos,
parecem ser as mais benéficas durante a maturagio oocitaria (Harvey, 2007).

Influéncia da tensdo de oxigénio no desenvolvimento embriondrio in vitro

A presenca de elevados niveis de O, no cultivo aumenta as concentragdes de espécies reativas de
oxigénio, o que pode afetar drasticamente a qualidade embrionaria (Harvey, 2007). Koerber et al. (1998)
relataram que a incubag@o de embrides de coelhas por quatro horas sob 20% de O, induziu a alteragdes da
expressdo génica, indicativo de altos niveis de estresse oxidativo. Outros estudos observaram ainda que a
utilizagdo de uma baixa tensdo de O, (5%) aumentou significativamente a producdo de embrides suinos
(Kitagawa et al., 2004) e bovinos (Lonergan et al., 1999; Yuan et al., 2003), contraditoriamente ao observado em
20% de O..

Em suinos, Karja et al. (2004) verificaram que 5% de O, foram benéficos para o desenvolvimento in
vitro de embrides até o estddio de blastocisto. Em outro estudo, Im et al. (2004) observaram, nesta mesma
espécie, que o uso de 5% de O, no cultivo de blastocistos produzidos por transferéncia nuclear aumentou
significativamente o niimero de células embrionarias (19,4 blastdmeros) quando comparados com blastocistos
produzidos em atmosfera contendo 20% desse gas (12,2 blastomeros).

Na espécie bovina, embrides em estadio precoce, quando cultivados sob baixas concentragdes de O,
apresentaram melhores taxas de desenvolvimento do que aqueles cultivados sob altas concentragdes (Lequarre et
al., 2003). Yuan et al. (2003) verificaram maior produgdo de células apoptdticas em embrides produzidos sob
20% de O,, quando comparados com embrides produzidos sob 5%, sendo este um indicativo da qualidade dos
embrides produzidos in vitro. Além disso, estudos em bovinos tém demonstrado que o desenvolvimento
embrionario pode ser obtido com sucesso utilizando-se 5 ou 20% de O,. Entretanto, quando a tensdo de 20% de
0O, ¢ utilizada, faz-se necessario realizar um cocultivo com células somaticas (Correa et al., 2008).

Acredita-se que essas células podem secretar substincias embriotroficas ou remover compostos
deletérios ao desenvolvimento embrionario. Ademais, as células somadticas podem facilitar o crescimento
embrionario reduzindo os niveis de substancias toxicas (ERO) nas imediagdes do embrido (Khurana ¢ Nieman,
2000).

Consideracdes finais

Conforme demonstrado, diversos sistemas de cultivo in vitro de foliculos € embrides vém tentando
minimizar os efeitos toxicos causados pela producdo de espécies reativas de oxigénio por meio da utilizacdo de
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diferentes tensdes de O,, uma vez que as espécies reativas de oxigénio podem comprometer o desenvolvimento
folicular, a maturag@o oocitaria e a posterior produgdo in vitro de embrides. Entretanto, pode-se verificar que o
conhecimento disponivel, hoje, ainda ndo permite uma definigdo sobre a melhor tensdo de O, a ser utilizada no
cultivo in vitro, seja de complexo cumulus-odcitos, foliculos ou embrides. Portanto, mais estudos sdo necessarios
para esclarecer a acdo do O, e, assim, estabelecer um protocolo de maior eficiéncia, no que diz respeito a
qualidade e ao desenvolvimento de foliculos pré-antrais visando a producéo in vitro de embrides em larga escala.

Silva et al. Influéncia da tensdo de oxigénio na maturagdo oocitdria e cultivo in vitro de foliculos e embrides.
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