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Resumo 
 

Espécies reativas de oxigênio (ERO) são produzidas naturalmente durante o metabolismo celular. Em 
condições in vitro, a produção destas substâncias é potencializada pela presença de altas tensões de oxigênio 
(O2), gerando o estresse oxidativo. Esta condição pode ser prejudicial a diferentes processos fisiológicos, 
requeridos para o desenvolvimento normal de diferentes células e estruturas. Em gametas e embriões, os efeitos 
deletérios das espécies reativas de oxigênio envolvem peroxidação dos lipídios das membranas, danos ao DNA e 
morte celular por apoptose ou necrose. Esta revisão destaca a importância da tensão atmosférica de O2 no cultivo 
in vitro de folículos, oócitos e embriões. 
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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. 
 
Keywords: cell culture, follicle, embryo, oxidative stress, oxygen. 
 

Introdução 
 

Nas últimas décadas, várias pesquisas têm sido realizadas na área de reprodução animal visando 
aumentar o potencial reprodutivo de animais de alto valor zootécnico ou em vias de extinção. Nesse sentido, vêm 
sendo desenvolvidos inúmeros modelos de estudos a fim de elucidar os mecanismos que regulam a 
foliculogênese e seus principais eventos, incluindo a atresia (Fortune, 2003). Entre esses modelos, destaca-se o 
cultivo in vitro de folículos pré-antrais, cujo principal objetivo é promover o desenvolvimento folicular inicial 
até a completa maturação do oócito. O crescimento, a maturação e a fecundação in vitro de oócitos oriundos de 
folículos pré-antrais poderão maximizar a produção in vitro de embriões, além de consistirem importantes 
ferramentas para a elucidação dos mecanismos que regulam a foliculogênese 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 necessária a padronização de importantes 
componentes, como o meio de cultivo, os fatores de crescimento e os hormônios que serão adicionados ao meio, 
bem como a atmosfera gasosa e, em particular, a tensão de oxigênio (O2). Atualmente a concentração de O2 tem 
recebido notável atenção, pois constitui um componente essencial para a manutenção da viabilidade e para os 
desenvolvimentos folicular e embrionário (Clark et al., 2006). 

A presente revisão de literatura visa fornecer uma melhor compreensão sobre os aspectos relacionados à 
foliculogênese dos mamíferos, incluindo a população e atresia folicular, além de fornecer importantes 
informações sobre o desenvolvimento folicular, a maturação oocitária e o cultivo embrionário, com ênfase na 
tensão atmosférica de O2. 
 

Foliculogênese 
 

A foliculogênese é um processo que se inicia com a formação do folículo primordial e culmina com o 
desenvolvimento do folículo de De Graaf, também conhecido como pré-ovulatório (Van den Hurk e Zhao, 
2005). Durante esse processo, a morfologia folicular é alterada, uma vez que o oócito cresce e suas células 
circundantes se multiplicam e se diferenciam (Bristol-Gould e Woodruff, 2006). Dessa forma, a foliculogênese
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pode ser dividida em duas fases distintas: 1) fase pré-antral, que é caracterizada pela ativação dos folículos 
primordiais e pela formação do folículo primário, com posterior transição destes folículos para secundários e 2) 
fase antral, caracterizada pelo surgimento de uma cavidade repleta de líquido denominada antro, bem como pelo 
crescimento dos folículos terciários e posterior diferenciação destes em folículos pré-ovulatórios (Fig. 1). 
 

 
Figura 1. Cortes histológicos de folículos pré-antrais (A – primordial; B – transição; C – primário e D – 
secundário) e folículos antrais (E – terciário inicial e F – terciário avançado), após coloração com Ácido 
Periódico de Schiff (PAS)-Hematoxilina. O: oócito; CG: células da granulosa; ZP: zona pelúcida; CT: células da 
teca; A: antro.  
 

Os folículos primordiais são constituídos de um oócito imaturo, circundado por uma simples camada de 
células da pré-granulosa de formato pavimentoso (Hutt et al., 2006). As características morfológicas que marcam 
a ativação destes folículos são o aumento do diâmetro oocitário, a proliferação das células da granulosa e a 
mudança na morfologia destas células de pavimentosas para cúbicas. Durante este período, os folículos que 
apresentam células da granulosa pavimentosas e cúbicas são denominados folículos de transição (Fortune, 2003). 
Em seguida, quando o oócito é circundado por uma camada completa de células da granulosa de morfologia 
cúbica, os folículos passam a ser denominados primários (Gougeon e Busso, 2000). Durante o crescimento 
destes folículos, as células da granulosa sofrem proliferação e ocorre um aumento do oócito em tamanho e 
conteúdo proteico (Picton et al., 1998). Posteriormente, duas ou mais camadas de células da granulosa são 
formadas ao redor do oócito, originando os folículos secundários. Nesta fase, ocorre a diferenciação das células 
do estroma em células da teca e é possível a visualização da zona pelúcida em torno do oócito (Fortune, 2003). 
Com o desenvolvimento dos folículos secundários e a organização das células da granulosa em múltiplas 
camadas, ocorre a formação de uma cavidade repleta de líquido denominada antro, que confere a classificação 
destes folículos antrais em terciários e pré-ovulatórios (Barnett et al., 2006).  

Segundo Campbell (2009), grandes avanços foram obtidos nas últimas décadas com relação à biologia 
das células somáticas e germinativas de folículos ovarianos. A partir desses estudos, é notório que o 
desenvolvimento folicular parece ocorrer em três fases distintas, sendo a fase intermediária a mais prolongada. 
Na primeira, o desenvolvimento folicular ocorre na ausência de gonadotrofinas e parece ser controlado apenas 
pela expressão de fatores de crescimento locais. Na segunda fase, eles passam a ser responsivos, mas não 
requerem a presença de hormônios gonadotróficos para manter o desenvolvimento. Nesse momento, existe uma 
responsividade à ação das gonadotrofinas, entretanto a presença delas não é requerida para o crescimento 
normal. Já na terceira fase, existe uma alta dependência gonadotrófica para o desenvolvimento dos folículos 
antrais, que pode ser dividida em três etapas: recrutamento, seleção e dominância (Van den Hurk e Zhao, 2005), 
sendo a formação de folículos pré-ovulatórios um pré-requisito para a ovulação e posterior formação do corpo 
lúteo, bem como para a manutenção da fertilidade (Drummond, 2006). 
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População e atresia folicular 
 
Os folículos pré-antrais representam 90% da população folicular, sendo que 95% deste total é 

constituído por folículos primordiais (Figueiredo et al., 2008), que constituem o estoque de gametas femininos 
(Liu et al., 2001). Segundo Katska-Ksiazkiewicz (2006), a população folicular difere entre as espécies, além de 
ser observada uma grande variação 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 população folicular presente 
no ovário dos mamíferos, a maioria destes (cerca de 99,9%) não chega à ovulação, por um processo denominado 
atresia, o qual pode ocorrer por via degenerativa (necrose; Bras et al., 2005) e/ou apoptótica (Hussein, 2005).  

Na via degenerativa, a isquemia pode ser uma das principais causas do desencadeamento da morte 
folicular (Farber, 1982), resultando em alterações na permeabilidade da membrana celular, aumento de água 
intracelular, vacuolização citoplasmática e, consequentemente, degeneração (Barros et al., 2001). Padanilam 
(2003) demonstrou que uma sobrecarga de íons Na+ e um acúmulo de íons Ca2+, com concomitante mudança na 
permeabilidade da membrana celular, os quais estão associados a modificações no volume e aumento na água 
intracelular, também podem levar ao processo necrótico. Além da isquemia, outros fatores que podem levar à 
degeneração são estímulos tóxicos, degenerativos e imunológicos, podendo tais fatores também induzir à 
apoptose (Zeiss, 2003).  

No que concerne à via apoptótica, sabe-se que se trata de um evento geneticamente determinado, ou 
seja, depende da expressão de genes pró e antiapoptóticos. A característica marcante desse mecanismo é a 
fragmentação do DNA a cada 180-200 pares de bases (Hussein, 2005). Duas famílias importantes regulam o 
processo apoptótico: a família das caspases e a família Bcl-2 (Tibbets et al., 2003). Dentre os fatores que podem 
levar à apoptose, destacam-se o estresse oxidativo causado pelas espécies reativas de oxigênio, a irradiação, a 
ativação de genes promotores de apoptose, danos no DNA, as citocinas, as proteínas virais, bem como a 
deficiência de fatores de sobrevivência da célula (Johnson, 2003). 
 

Cultivo folicular 
 

O cultivo in vitro de folículos ovarianos é uma das etapas da biotécnica de Manipulação de Oócitos 
Inclusos em Folículos Ovarianos Pré-Antrais (MOIFOPA), ou ovário artificial, e vem sendo amplamente 
empregado com o intuito de avaliar o efeito de diferentes substâncias, em diferentes concentrações e em 
diferentes fases do desenvolvimento folicular, a fim de se mimetizar in vitro os eventos que ocorrem in vivo no 
ovário. Além disso, o cultivo folicular tem por objetivo fornecer um grande número de oócitos viáveis para 
posterior utilização em outras biotécnicas, como fecundação in vitro, visando à produção de embriões, transgenia 
e clonagem. Entretanto, para alcançar esses objetivos, é necessário o desenvolvimento de um sistema de cultivo 
in vitro ideal para cada etapa do desenvolvimento folicular. 

Nas últimas duas décadas, vários 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 e Schoeder, 1989; Boland et al., 1993; Fortune, 2003). Apesar dos esforços, 
em animais domésticos, ainda não foi desenvolvido um sistema de cultivo adequado para promover o completo 
desenvolvimento de folículos pré-antrais iniciais (primordiais, de transição e primários) até o estádio de pré-
ovulatório. 

Nesse sentido, diversos estudos vêm sendo realizados a fim de se estabelecer a influência de diferentes 
fatores, como duração do cultivo, utilização de diferentes suplementos (Thompson et al., 1990), hormônios 
(Matos et al., 2007) e fatores de crescimento (Erickson, 2001), bem como diferentes regimes de troca de meio, 
sobre a elaboração de um sistema de cultivo adequado.  

Os folículos pré-antrais podem ser cultivados inclusos no tecido ovariano, ou seja, in situ, ou na forma 
isolada. Em roedores, a pequena dimensão dos ovários possibilita o cultivo do órgão inteiro, o que tem sido 
bastante útil para o estudo da foliculogênese inicial em pequenas espécies de mamíferos (Fortune, 2003). Já em 
animais domésticos de médio e grande porte, devido às grandes dimensões dos ovários, não é possível a 
utilização deste modelo. O cultivo de pequenos fragmentos de córtex ovariano, rico em folículos primordiais, 
tem sido realizado para o estudo da ativação e do crescimento de folículos 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 manutenção da integridade folicular 
e das interações entre as células foliculares e do estroma, facilitando a perfusão do meio para o tecido ovariano 
(Telfer, 1996).  

O cultivo de folículos isolados permite o monitoramento diário do crescimento folicular, bem como a 
análise do efeito in vitro de hormônios e fatores de crescimento sobre cada categoria folicular (Abir et al., 2001). 
Após o isolamento e posterior cultivo de grandes folículos secundários, foi obtida a formação de antro em ovinos 
(Cecconi et al., 1999), bovinos (Gutierrez et al., 2000) e caprinos (Huamin e Yong, 2000), bem como a 
maturação oocitária em ovinos (Tamilmani et al., 2005) e, mais recentemente, a produção de embriões em 
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bubalinos (Gupta et al., 2008) e suínos (Wu e Tian, 2007). Entretanto, o nascimento de produtos saudáveis a 
partir do cultivo de folículos pré-antrais e posterior maturação oocitária e fecundação in vitro foi relatado apenas 
em camundongos (O’Brien et al., 2003). É importante ressaltar que, para alcançar esses resultados, realizou-se 
apenas o controle da atmosfera do dióxido de carbono (CO2) no interior da incubadora, não tendo sido verificada 
a influência do O2. 

 
Maturação oocitária 

 
A maturação oócitária é uma etapa que sucede o cultivo folicular e define, de fato, o sucesso do 

desenvolvimento in vitro dos folículos ovarianos. Os oócitos dos folículos cultivados ou não encontram-se em 
prófase I, em condições in vivo somente após a fêmea atingir a puberdade, por ação hormonal, ocorre a retomada 
da meiose, que prossegue até alcançar a fase de metáfase II, estádio em que permanecem até a fecundação ou 
ativação partenogenética (Gonçalves et al., 2008). Semelhante ao que ocorre in vivo, a maturação in vitro 
envolve mudanças nucleares e citoplasmáticas do oócito, que devem ocorrer de forma simultânea de modo a 
capacitar a fecundação e possibilitar o desenvolvimento embrionário adequado (Dode et al., 2000). 

Os eventos nucleares envolvem reorganização da rede de microtúbulos, rompimento do envoltório 
nuclear, condensação dos cromossomos e progressão para metáfase I (MI), anáfase I (AI), telófase I (TI), expulsão 
do primeiro corpúsculo polar e retenção no estádio de metáfase II (MII; Cha e Chian, 1998). Esses eventos são 
desencadeados por uma cascata de fosforilação e desfosforilação das enzimas quinases e fosfoquinases que atuam 
no fator promotor de maturação (MPF), responsável pela retomada e término da maturação dos oócitos em 
mamíferos (Gonçalves et al., 2007). O fator promotor de maturação apresenta baixa atividade quando o oócito está 
em fase de vesícula germinativa, ocorrendo um aumento gradativo da atividade deste fator no decorrer da meiose 
que atinge a atividade máxima no estádio de metáfase I  (Gonçalves et al., 2008).  

No que se refere às mudanças citoplasmáticas, ocorre reprogramação na síntese proteica, mudança na 
atividade do fator promotor de maturação, desenvolvimento dos mecanismos de liberação de Ca2+, aumento de 
deposição lipídica, redução do aparelho de Golgi, alinhamento dos grânulos da cortical próximos à membrana 
plasmática e expansão das células do cumulus (Dieleman et al., 2002). 

Essa série de mudanças estruturais e bioquímicas representa o estádio final da preparação do oócito para 
a fecundação. Entretanto, para que isso ocorra, o oócito precisa ter competência meiótica, que pode ser definida 
como a habilidade do oócito em iniciar a meiose sob condições artificiais (Hewitt e England, 1998). 
Morfologicamente, os oócitos com maior potencial para retomada da meiose devem apresentar ooplasma 
homogêneo, serem completamente envolvidos por diversas camadas compactas de células do cumulus 
(Gonçalves et al., 2008) e apresentarem o diâmetro acima de 110 µm (Crozet et al., 2000).   

Diversos estudos com animais domésticos têm demonstrado bons resultados no que se refere à 
aquisição de oócitos meioticamente competentes obtidos a partir de folículos pré-antrais (ovinos: Tamilmani et 
al., 2005; Arunakumari et al., 2007; suínos: Wu et al., 2001; bubalinos: Gupta et al., 2008). Entretanto, esses 
resultados ainda são bastante variáveis, possivelmente devido à natureza heterogênea dos oócitos imaturos 
utilizados para a produção in vitro de embriões (PIV), falta de controle da atmosfera gasosa (tensão de O2) e 
componentes do meio de cultivo durante a maturação oocitária (Sirard, 2001).  
 

Cultivo embrionário 
 

Em procedimentos in vitro, após a fecundação, os embriões no estádio de uma célula ou zigoto são 
transferidos para o cultivo, onde permanecem por um período de sete dias, até atingirem o estádio de blastocisto, 
quando, então, podem ser transferidos para o útero de fêmeas receptoras que levarão a gestação a termo (Dode et 
al., 2000).  

É sabido que a qualidade oocitária é um fator determinante para que embriões produzidos in vitro 
possam chegar ao estádio de blastocisto, contudo diversos estudos ressaltam que as condições de cultivo também 
são fatores preponderantes, influenciando, principalmente, a qualidade dos embriões (Lonergan et al., 2003). 
Essas condições de cultivo envolvem vários fatores, como o tipo de meio, a atmosfera gasosa, a densidade 
(quantidade de embriões/volume de meio), o tipo de suplementação proteica e a presença ou não 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 importância no ambiente de cultivo embrionário é a 
atmosfera gasosa, especialmente a tensão de O2, que tem grande influência na produção e na qualidade dos 
embriões, devido, principalmente, ao estresse oxidativo, que será destacado a seguir.  
 

Implicações do oxigênio no cultivo celular in vitro 
 
Citotoxicidade das espécies reativas de oxigênio 
 

Alguns estudos sugerem que baixas tensões de O2 podem ser inadequadas para sustentar o metabolismo 
celular aeróbio, enquanto o ambiente com alta concentração desse gás pode ser nocivo devido ao estresse 
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oxidativo causado pelo aumento de espécies reativas de oxigênio (ERO), que são produzidas naturalmente 
durante o metabolismo celular ou em desordens biológicas (Gigli et al., 2006).  

O estresse oxidativo ocorre quando há um desequilíbrio entre a produção e a eliminação de radicais 
livres (Barreiros et al., 2006). De acordo com Mignotte e Vayssiere (1998), baixos níveis de espécies reativas de 
oxigênio podem induzir à apoptose, enquanto o acúmulo dessas moléculas pode gerar necrose em decorrência da 
peroxidação lipídica em diversas biomoléculas, ou, até mesmo, danos no DNA. Além disso, podem causar a 
oxidação de moléculas-chaves, liberando proteases, lipases e nucleases dentro das mitocôndrias, culminando 
com a morte celular (Fiers et al., 1999). As principais espécies reativas de oxigênio formadas durante a redução 
do O2 são os radicais superóxido (O2

-), peróxido de hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxila (OH; Ferreira e 
Matsubara, 1997; Guérin et al., 2001), conforme demonstrado na Fig. 2. 

 

 
Figura 2. Espécies reativas de oxigênio (ERO) formadas a partir da redução do oxigênio (O2) em água durante o 
metabolismo celular. Essas moléculas correspondem aos radicais superóxido (O2

-), peróxido de hidrogênio 
(H2O2) e hidroxila (OH-), que podem induzir à peroxidação lipídica de membranas biológicas a danos no DNA.  

 
Segundo Barreiros et al. (2006), baixas concentrações das espécies reativas de oxigênio  também podem 

atuar como segundo mensageiro, modulando a expressão de genes que governam processos fisiológicos em 
diferentes células e estruturas, como gametas e embriões. Entretanto, altas concentrações promovem diversos 
efeitos deletérios às funções celulares, podendo alterar várias moléculas, como lipídios, proteínas e ácidos 
nucleicos (Halliwell e Gutteridge, 1999). 

Diversos estudos mostram que os desenvolvimentos folicular e embrionário são extremamente 
susceptíveis às injúrias causadas pelas espécies reativas de oxigênio durante o cultivo in vitro (Goto et al., 1993; 
Petersen et al., 2005; Redding et al., 2007; Silva et al., 2010). Nesse contexto, a concentração de O2 tem recebido 
notável atenção por se mostrar um componente essencial para manutenção da viabilidade celular (Clark et al., 
2006). Nas secções seguintes, serão enfatizados estudos que utilizaram diferentes tensões de O2 para o 
desenvolvimento folicular, a maturação oocitária e o cultivo embrionário in vitro, bem como para a manutenção 
da viabilidade dessas estruturas.  

 
Influência da tensão de oxigênio no desenvolvimento folicular 

 
Além dos inúmeros aspectos já mencionados, os sistemas de cultivo in vitro visam amenizar os danos 

celulares causados pelas espécies reativas de oxigênio durante a manipulação e o cultivo folicular. Essas 
substâncias podem causar diversos danos, incluindo degeneração folicular, disfunções metabólicas e indução da 
apoptose ou necrose (Lima-Verde et al., 2007). Assim, diversos métodos têm sido desenvolvidos visando 
minimizar a formação das espécies reativas de oxigênio, dentre eles destacam-se a redução da tensão de O2 nos 
sistemas de cultivo in vitro, redução do tempo de manipulação sob luz incandescente (estereomicroscópio), 
adição de antioxidantes ao meio de cultivo e realização de um cocultivo com células somáticas (Côrrea et al., 
2008).  

Especificamente, com relação à tensão de O2, poucos estudos relatam o efeito desse gás sobre o 
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desenvolvimento folicular em animais domésticos e em humanos. Sabe-se que, nos diferentes sistemas de cultivo 
de folículos e de embriões, a atmosfera gasosa normalmente utilizada é de 5% de CO2 ou 20% de O2. Entretanto, 
segundo Guérin et al. (2001), esta concentração de O2 é mais elevada que a observada no ovário e no útero. De 
acordo com Barnett e Bavister (1996), a concentração intrauterina de O2 está no intervalo entre 1,5 e 7%. Assim, 
uma menor tensão de O2 tende a reduzir a formação de espécies reativas de oxigênio, favorecendo o 
desenvolvimento folicular in vitro (Agarwal et al., 2005). Em folículos pré-antrais ovinos, Cecconi et al. (1999) 
demonstraram que baixos níveis de O2 (5%) foram eficazes para aumentar as taxas de formação de antro após 
seis dias de cultivo. Por outro lado, observou-se que a tensão de 20% de O2 estimulou o desenvolvimento de 
folículos pré-antrais inclusos em fragmentos ovarianos bovinos (Gigli et al., 2006), além de aumentar 
significativamente a taxa de formação de blastocistos após o cultivo de oócitos suínos (Park et al., 2005). Na 
literatura, porém, ainda não há uma padronização sobre a concentração ideal de O2 a ser utilizada no cultivo in 
vitro de folículos pré-antrais.  

 
Influência da tensão de oxigênio durante a maturação oocitária 

 
O O2 que chega ao oócito é fundamental para o estabelecimento da competência meiótica e o 

subsequente desenvolvimento embrionário. Hashimoto et al. (2000) verificaram que a utilização de 5% de O2 na 
maturação de oócitos bovinos reduziu significativamente a viabilidade oocitária, quando comparado à tensão de 
20%. Já em suínos, os níveis de O2 não exerceram efeitos na maturação de oócitos (Park et al., 2005). Segundo 
Banwell et al. (2007), em camundongas, diferentes concentrações de O2 (2, 5 e 20%) não influenciaram a 
habilidade dos oócitos de retomarem à meiose e serem fecundados. Por outro lado, Preis et al. (2007) 
observaram nessa mesma espécie que a utilização de 5% de O2 na maturação de oócitos favoreceu o 
desenvolvimento embrionário até o estádio de blastocisto em relação à concentração de 20%. 

Em oócitos de humanos, bovinos e suínos, estudos têm sugerido que 2% de O2 podem afetar a 
fosforilação oxidativa e consequentemente a síntese de ATP, além de apresentarem alta correlação com 
anormalidades cromossômicas e diminuição na taxa de gestação (Chui et al., 1997). Por outro lado, 20% de O2 
representam uma condição não fisiológica, possibilitando o aumento do estresse oxidativo durante a maturação, 
contribuindo, assim, para a ocorrência de alterações citogenéticas (Banwell et al., 2007). Dessa forma, apesar da 
grande variação nos resultados, concentrações intermediárias, por se aproximarem dos níveis fisiológicos, 
parecem ser as mais benéficas durante a maturação oocitária (Harvey, 2007). 
 
Influência da tensão de oxigênio no desenvolvimento embrionário in vitro 
 

A presença de elevados níveis de O2 no cultivo aumenta as concentrações de espécies reativas de 
oxigênio, o que pode afetar drasticamente a qualidade embrionária (Harvey, 2007). Koerber et al. (1998) 
relataram que a incubação de embriões de coelhas por quatro horas sob 20% de O2 induziu a alterações da 
expressão gênica, indicativo de altos níveis de estresse oxidativo. Outros estudos observaram ainda que a 
utilização de uma baixa tensão de O2 (5%) aumentou significativamente a produção de embriões suínos 
(Kitagawa et al., 2004) e bovinos (Lonergan et al., 1999; Yuan et al., 2003), contraditoriamente ao observado em 
20% de O2.  

Em suínos, Karja et al. (2004) verificaram que 5% de O2 foram benéficos para o desenvolvimento in 
vitro de embriões até o estádio de blastocisto. Em outro estudo, Im et al. (2004) observaram, nesta mesma 
espécie, que o uso de 5% de O2 no cultivo de blastocistos produzidos por transferência nuclear aumentou 
significativamente o número de células embrionárias (19,4 blastômeros) quando comparados com blastocistos 
produzidos em atmosfera contendo 20% desse gás (12,2 blastômeros).  

Na espécie bovina, embriões em estádio precoce, quando cultivados sob baixas concentrações de O2, 
apresentaram melhores taxas de desenvolvimento do que aqueles cultivados sob altas concentrações (Lequarre et 
al., 2003). Yuan et al. (2003) verificaram maior produção de células apoptóticas em embriões produzidos sob 
20% de O2, quando comparados com embriões produzidos sob 5%, sendo este um indicativo da qualidade dos 
embriões produzidos in vitro. Além disso, estudos em bovinos têm demonstrado que o desenvolvimento 
embrionário pode ser obtido com sucesso utilizando-se 5 ou 20% de O2. Entretanto, quando a tensão de 20% de 
O2 é utilizada, faz-se necessário realizar um cocultivo com células somáticas (Côrrea et al., 2008). 

Acredita-se que essas células podem secretar substâncias embriotróficas ou remover compostos 
deletérios ao desenvolvimento embrionário. Ademais, as células somáticas podem facilitar o crescimento 
embrionário reduzindo os níveis de substâncias tóxicas (ERO) nas imediações do embrião (Khurana e Nieman, 
2000).  

 
Considerações finais 

 
Conforme demonstrado, diversos sistemas de cultivo in vitro de folículos e embriões vêm tentando 

minimizar os efeitos tóxicos causados pela produção de espécies reativas de oxigênio por meio da utilização de 
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diferentes tensões de O2, uma vez que as espécies reativas de oxigênio podem comprometer o desenvolvimento 
folicular, a maturação oocitária e a posterior produção in vitro de embriões. Entretanto, pode-se verificar que o 
conhecimento disponível, hoje, ainda não permite uma definição sobre a melhor tensão de O2 a ser utilizada no 
cultivo in vitro, seja de complexo cumulus-oócitos, folículos ou embriões. Portanto, mais estudos são necessários 
para esclarecer a ação do O2 e, assim, estabelecer um protocolo de maior eficiência, no que diz respeito à 
qualidade e ao desenvolvimento de folículos pré-antrais visando à produção in vitro de embriões em larga escala.  
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