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RESUMO

As condicOes de cultivo embriondrio durante os procedimentos de reproducdo assistida sdo de
grande importancia para garantir a viabilidade embrionéria e o sucesso da fertilizagdo in vitro.
Condicbes laboratorias subdtimas estdo relacionadas a baixa qualidade e desenvolvimento
embrionario (Swain et. al, 2016). Fatores como pH, temperatura, osmolaridade (Swain, 2014),
composicao do meio de cultura, nimero de embrides cultivados por volume de meio e a atmosfera
gasosa dentre inimeros outros, tem reflexo direto nesse desenvolvimento in vitro (Gardner e
Kelley, 2017).Nos ultimos anos, muitos estudos tem procurado entender melhor o efeito negativo
da concentracao do oxigénio atmosférico (20%) na cultura do embrido, sendo demonstrado que a
essa concentracdo em que os embrides sdo rotineiramente cultivados comprometeria inimeros
parametros, dentre eles a taxa de blastulacdo (Gardner e kelley, 2017). O oxigénio atmosférico
impoe efeitos negativos significativos a fisiologia molecular e celular do embrido e aumenta ainda
mais a sua sensibilidade, o deixando mais vulnerdvel a outros agentes estressantes do laboratério
(Gardner, 2015).A atmosfera gasosa onde gametas e embrides sao expostos durante a
manipulacdo in vitro difere muito das condicdes in vivo que é tipicamente 2-8% no oviducto e
Utero, em diferentes espécies (Fischer e Bavister, 1993), ou seja, muito menor comparada a tensao
de 02 comumente utilizada nos laboratérios que é de 20% (Ottosen et al., 2006; Meintjes et al.,
2009).Essa alta concentracao levaria a producdo das espécies reativas de oxigénio (EROS) gerando
o estresse oxidativo (Goto et al., 1993; Wang et al., 2002). O estresse oxidativo ocorre quando ha
um desequilibrio entre a formacao e remocdo de agentes oxidantes no organismo, decorrentes da
geracao de oxigénio (EROS) (Andrade et al., 2010), ou seja, a producao de EROS é superior a
eficiéncia dos mecanismos enddgenos protetores (Wang et al., 2002). As EROS podem se originar
dentro dos gametas e embrides ou do ambiente onde estdo localizados e a manipulacao in vitro é
uma situacdo que favorece a sua geracao, por apresentar diversas varidveis, como luz alta e
concentracdes de oxigénio (Guerin, 2001).Entres os efeitos nocivos das EROs aos embrides, estd o
desenvolvimento embrionario interrompido ou retardado, reducdo da viabilidade embrionaria
(Wang et al.,, 2002; Troung et al.,2016) fragmentacdo embrionaria e apopstose (Kovacic;
Vlaisavljevic, 2008; Yhang et al, 1998.) Alguns desses danos sdo consequéncias da peroxidacao
dos fosfolipidios da membrana e a alteracdo de grande parte dos tipos de moléculas celulares.
Estudos em animais tém demonstrado que a cultura de embriées em baixas concentracées de 02
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melhora o desenvolvimento embrionario in vitro e os resultados de gravidez quando comparado
com culturas semelhantes nas concentragdes atmosféricas de 02 (Karja et al., 2004; Leoni et al.,
2007). Em revisdo, Wale e Gardner (2016) sugeriram que a cultura de embrides em baixas
concentragdes de oxigénio melhoram as taxas de sucesso de fertilizagdo in vitro, levando ao
aumento de nascidos vivos, sendo isso demostrado em varias espécies (Karja et al., 2004; Yuan et
al., 2003; Thompson et al.,, 1990; Kovacic; Vlaisavljevic, 2008; Kovacic, 2010). Kovacic e
Vlaisavljevic (2008) e Ciray et al. (2009) verificaram melhora na taxa de blastulagdo, mostrando
que a baixa concentracao de oxigénio durante o periodo de cultura melhorou o rendimento total de
blastocistos e a qualidade do embrido no dia 5. Dumoulin et al. (1999) ndo verificaram efeito
adverso na fertilizacdo ou estdgios iniciais do desenvolvimento, mas observaram influéncia
positiva na formagdo de um nimero maior de blastocistos. Meintjes et al. (2009) relataram um
aumento de 30,7 a 42,9% para taxa de implantacédo e 42,6 a 57,4% para nascidos vivos, taxa em
20 e 5% de oxigénio, respectivamente. Resultado semelhante também foi visto por Catt e
Henman, 2000 que ainda mencionaram melhoras na taxa de gravidez e parto. Da mesma forma,
Waldenstroém et al. (2009) relataram um aumento de 10% na taxa de nascidos vivos. Minimizar o
estresse ambientalmente induzido na fertilizacdo in vitro laboratério é crucial na criacdo de um
sistema de cultura otimizado para o desenvolvimento embriondrio e para alcancar melhores
resultados reprodutivo. O tipo de incubadora utilizado nesses procedimentos pode ter uma
profunda relagéo sobre a recuperacdo de temperatura e concentracdo gasosa, com efeitos na
qualidade do blastocisto humano (Fujiwara et al., 2007, Swain, 2014).0s danos causados pelos
radicais livres ao desenvolvimento embrionéario in vitro pode ser pela reducdo dos niveis de 02 da
incubadora (Meintjes, et al 2009), entrando em cena as incubadoras trigas que vem ganhando
destaque por melhorar as taxas reprodutivas por meio da reducdo da tensao de O2 e consequente
estresse oxidativo. Com os avancos tecnoldgicos, uma variedade de incubadoras séo utilizados
para regular o ambiente interno e cada uma tem beneficios e desvantagens isso deve ser
considerado ao selecionar uma unidade (Swain, 2014). O objetivo desse trabalho foi avaliar,
retrospectivamente, se houve diferenca na taxa de desenvolvimento de blastocistos e na
proporcao de blastocistos de alta qualidade em incubadoras verticais de baixa tensdo de 02 (5%)
e 02 atm Casos de 120 pacientes foram analisados. Apds os procedimento de injecéo
intracitoplasmatica do espermatozoide no dévulo, as amostras retornavam para cultivo em
incubadora com tensdo de oxigénio ambiental. Com cerca de 72 h de cultivo as amostras
passavam por troca de meio de cultura e eram divididas para cultivo prolongado (até 120h) em
incubadoras verticais com diferentes tensdes de oxigénio. Metade das amostras seguiu em cultivo
usando uma fase gasosa contendo oxigénio atmosférica (20%) e a outra metade em cultivo
contendo oxigénio reduzido (5%). No dia 5 de desenvolvimento foi verificado quantos embrides de
cada incubadora chegaram ao estadgio de desenvolvimento de blastocisto e qual a proporcao de
blastocistos de boa qualidade. Nesse estudo nao foi detectada diferenca significativa da taxa de
desenvolvimento de blastocisto e nem da proporcao de blastocistos de boa qualidade entre as
incubadoras verticais com diferentes tensdes de oxigénio. A ndo diferenca nas taxas pesquisadas
entre as incubadoras verticais de tensbdes diferentes oxigénio pode estar relacionado a
incapacidade dessas incubadoras maiores recuperarem rapidamente a estabilidade durante o uso,
mostrando insatisfatéria para a finalidade a qual se propde, dessa forma , faz-se necessario
considerar fatores tanto técnicos quanto praticos ao selecionar um incubadora, j& que decisdo de
usar concentracdo baixa de 02 em cultivos embriondrios implica mudancas necessarias nas
praticas de laboratério com importantes repercussdes econémicas e nos casos dos sistemas de
baixa tensdo os equipamentos verticais ndo se mostraram satisfatério em nosso estudo néao
trazendo beneficio ou melhoras significativas de taxas que justificassem os impactos

econdmicos.osférico (20%).
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