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INVESTIGAÇÃO DO EFEITO DA ATMOSFERA GASOSA NA MATURAÇÃO E 

FECUNDAÇÃO IN VITRO SOBRE O METABOLISMO CELULAR E EPIGENÉTICO 

DE EMBRIÕES BOVINOS 

  

RESUMO - As tecnologias de reprodução assistida ou ARTs (“Assisted Reproductive 
Technology”) são amplamente utilizadas na reprodução humana e animal. Para estes 
procedimentos, gametas e embriões são expostos a um ambiente artificial que 
mimetiza o trato reprodutivo. Um dos fatores mais discrepantes neste contexto é a 

atmosfera gasosa, visto que in vivo a concentração de O2 encontrada no trato 

reprodutivo é menor do que a utilizada no ambiente in vitro, sendo comumente 
utilizada a concentração de 20% de oxigênio neste sistema artificial. Altas 
concentrações deste gás provocam estresse oxidativo e aumento das concentrações 
de espécies reativas de oxigênio (EROs) e, consequente maior proporção de células 
apoptóticas em oócitos e embriões. Entretanto, pouco se sabe sobre as 
consequências da mudança de atmosfera gasosa durante as fases iniciais da 
produção in vitro de embriões e as possíveis consequências no remodelamento 
epigenético. Para validar a hipótese de que diferentes concentrações de oxigênio 
durante a maturação e a fecundação in vitro modulam a transcrição de genes 
envolvidos no estresse oxidativo e modeladores epigenéticos em oócitos, 
células do cumulus e embriões bovinos. Além disso, o estresse oxidativo 
gerado nos embriões exerce efeito sobre os níveis globais de metilação do DNA 
e marcas de histonas, cinco experimentos foram realizados com objetivo de 
investigar o papel da atmosfera gasosa nos passos iniciais da produção in vitro de 
embriões bovinos. Para diferenciar os efeitos da tensão de oxigênio nas etapas iniciais 
da PIVE o desenvolvimento embrionário foi analisado, testando a tensão de oxigênio 
atmosférica (20% O2) e a baixa tensão de oxigênio (5% O2) na maturação e 
fecundação in vitro de embriões bovinos. Os grupos formados foram: baixa tensão de 
O2 na maturação e fecundação in vitro (M5F5), baixa tensão de O2 na maturação e 
alta tensão na fecundação in vitro (M5F20), alta tensão de O2 na maturação e 
fecundação in vitro (M20F20) e alta tensão de O2 na maturação e baixa tensão na 
fecundação in vitro (M20F5). No primeiro experimento, analisou-se o efeito da tensão 
de oxigênio na maturação in vitro por meio da análise da metáfase II, quantificação da 
concentração intracelular de EROs e glutationa reduzida (GSH), assim como 
expressão de mRNAs relacionados a vias de resposta ao estresse oxidativo e 
remodelamento epigenético em oócitos e células do cumulus. Os resultados iniciais 
indicaram que oócitos maturados em alta e baixa tensão de O2 não apresentam 
diferença na maturação nuclear. Oócitos maturados em alta tensão de O2 geram maior 
concentração de EROs e GSH comparado ao ambiente de baixa tensão de oxigênio. 
As células do cumulus de oócitos submetidos a alta tensão de oxigênio na maturação 
in vitro, apresentaram níveis de transcritos maiores para o gene SOD1 relacionado a 
via de resposta ao estresse oxidativo celular. No segundo experimento, analisou-se o 
efeito da tensão de oxigênio na fecundação in vitro por meio da análise da taxa de 
fecundação. A partir dos dados obtidos neste experimento, foi constatado que zigotos 
expostos a um ambiente de baixa tensão de O2 na FIV não resultam em maior taxa 
de polispermia. Todos os presumíveis zigotos foram cultivados em baixa tensão de 
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oxigênio até atingirem o estágio de blastocisto. No terceiro experimento, avaliou-se o 
efeito da tensão de oxigênio na maturação e fecundação in vitro e sua influência no 
desenvolvimento embrionário. Na taxa de blastocisto, quando houve interação entre 
ambos os fatores (tensão de oxigênio na MIV e FIV) (one way ANOVA, p≥0.05), a 
produção de embriões demonstrou que o grupo M20F20 apresentou uma maior 
produção (50.63 ± 4.55) em relação aos grupos M20F5 (29.66 ± 2.81), M5F5 (32.00 ± 
3.27) e M5F20 (31.88 ± 3.99). No entanto, na análise dos efeitos dos fatores (two way 
ANOVA, p≤0.05), a alta tensão de oxigênio mostrou um efeito benéfico na MIV e FIV 
através das taxas de desenvolvimento. Na análise de expressão gênica dos 
blastocistos não houve interação (p>0.05), de modo que os efeitos principais de MIV 
(p<0.05) diferiram. Alguns genes analisados apresentaram um aumento nos 
transcritos de embriões que foram maturados em baixa tensão de oxigênio e 
relacionados a via de resposta ao estresse oxidativo (NRF2, SOD1, SOD2) e 
remodelamento epigenético (KDM5A e TET1). No quarto experimento deste estudo, 
demonstrou-se o efeito da tensão de oxigênio a nível intracelular de GSH e EROs em 
blastocistos. Embriões coletados no dia 7 do desenvolvimento embrionário 
demonstraram que os níveis intracelulares de GSH foram maiores nos grupos M20F20 
e M5F5, em relação aos grupos M20F5 e M5F20. As concentrações intracelulares de 
EROs foram menores nos grupos M20F20 e M5F5, não existindo diferença entre 
esses grupos. Já os grupos M20F5 e M5F20 tiveram maior acúmulo de EROs e 
diferiram entre si. No último experimento deste estudo (V), observou-se o efeito da 
tensão de oxigênio nos padrões globais de metilação do DNA e marcas de histonas 
específicas em blastocistos. Na análise dos níveis globais de metilação do DNA, foi 
encontrado maiores níveis de 5mC nos grupos M5F20 e M5F5, em relação aos grupos 
M20F5 e M20F20, todos os grupos diferiram entre si. Os níveis de 5hmC foram 
analisados e a média da intensidade de fluorescência foi superior em embriões do 
grupo M20F5 e M5F5 comparado aos grupos M5F20 e M20F20, existindo diferença 
entre os grupos. Na marcação das histonas ambas se comportaram de maneira 
semelhante, sendo encontrada maiores níveis de H3K9me2/me3 em embriões dos 
grupos M5F5 e M20F20, em relação a M5F20 e M20F5, existindo diferença entre os 
grupos. Em conclusão, este estudo elucidou as diferenças que a alta e a baixa tensão 
de oxigênio podem provocar nas fases iniciais da produção in vitro de embriões 
bovinos e possíveis consequências na homeostase celular. Contribuiu para o 
entendimento dos mecanismos básicos da interação ambiente e genoma, além da 
aplicação dos conhecimentos adquiridos para a melhoria de biotecnologias nas etapas 
iniciais da produção in vitro de embriões bovinos. 

Palavras-chaves: tensão de oxigênio, estresse oxidativo, produção in vitro de 
embriões, metilação, histonas. 
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INVESTIGATION OF THE EFFECT OF GAS ATMOSPHERE IN THE 

MATURATION AND IN VITRO FERTILIZATION ON CELLULAR AND EPIGENETIC 

METABOLISM OF BOVINE EMBRYOS 

 

 

ABSTRACT- Assisted Reproductive Technology (ARTs) are widely used in human 
and animal reproduction. For these procedures, gametes and embryos are exposed to 
an artificial environment that mimics the reproductive tract. One of the most discrepant 
factors in this context is the gaseous atmosphere, since in vivo the O2 concentration 
found in the reproductive tract is lower than that used in the in vitro environment, and 
the concentration of 20% oxygen in this artificial system is commonly used. High 
concentrations of this gas cause oxidative stress and increased concentrations of 
reactive oxygen species (ROS) and, consequently, higher proportion of apoptotic cells 
in oocytes and embryos. However, little is known about the consequences of gaseous 
atmosphere change during the early stages of in vitro embryo production and the 
possible consequences on epigenetic remodeling. To validate the hypothesis that 
different oxygen concentrations during maturation and in vitro fertilization modulate the 
transcription of genes involved in oxidative stress and epigenetic modelers in oocytes, 
cumulus cells and bovine embryos. In addition, oxidative stress generated in embryos 
has an effect on global DNA methylation and histone tagging levels. Five experiments 
were carried out to investigate the role of the gaseous atmosphere in the initial steps 
of in vitro production of bovine embryos. To differentiate the effects of oxygen tension 
in the early stages of IVPE, embryonic development was analyzed by testing 
atmospheric oxygen tension (20% O2) and low oxygen tension (5% O2) on in vitro 
maturation and fertilization of bovine embryos. The groups formed were: low tension 
O2 at in vitro maturation and fertilization (M5F5), low tension O2 at maturation and high 
in vitro fertilization (M5F20), high tension O2 at in vitro maturation and fertilization 
(M20F20) and high tension O2 at maturation and low tension at in vitro fertilization 
(M20F5). In the first experiment, the effect of oxygen tension on in vitro maturation was 
analyzed by metaphase II analysis, quantification of intracellular concentration of ROS 
and reduced glutathione (GSH), as well as expression of stress response pathway-
related mRNAs. Oxidative and epigenetic remodeling in oocytes and cumulus cells. 
Initial results indicated that oocytes matured at high and low O2 tension do not differ in 
nuclear maturation. Oocytes matured at high tension O2 generate higher concentration 
of ROS and GSH compared to the low oxygen tension environment. Cumulus cells 
from oocytes subjected to high oxygen tension at in vitro maturation showed higher 
transcript levels for the SOD1 gene related to the cellular oxidative stress response 
pathway. In the second experiment, the effect of oxygen tension on in vitro fertilization 
was analyzed by analyzing the fertilization rate. From the data obtained in this 
experiment, it was found that zygotes exposed to a low tension O2 environment in IVF 
do not result in higher polyspermia rate. All presumed zygotes were cultured at low 
oxygen tension until they reached the blastocyst stage. In the third experiment, the 
effect of oxygen tension on in vitro maturation and fertilization and its influence on 
embryonic development was evaluated. In the blastocyst rate, when there was 
interaction between both factors (oxygen tension in IVM and IVF) (one way ANOVA, 
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p≥0.05), embryo production showed that the M20F20 group had a higher production 
(50.63 ± 4.55) in for the groups M20F5 (29.66 ± 2.81), M5F5 (32.00 ± 3.27) and M5F20 
(31.88 ± 3.99). However, in the analysis of factor effects (two way ANOVA, p≤0.05), 
high oxygen tension showed a beneficial effect on IVM and IVF through developmental 
rates. In the gene expression analysis of blastocysts there was no interaction (p> 0.05), 
so that the main effects of IVM (p <0.05) differed. Some genes analyzed showed an 
increase in embryo transcripts that were matured at low oxygen tension and related to 
the oxidative stress response pathway (NRF2, SOD1, SOD2) and epigenetic 
remodeling (KDM5A and TET1). In the fourth experiment of this study, the effect of 
intracellular oxygen tension of GSH and ROS on blastocysts was demonstrated. 
Embryos collected on day 7 of embryonic development showed that intracellular GSH 
levels were higher in groups M20F20 and M5F5 than in groups M20F5 and M5F20. 
Intracellular ROS concentrations were lower in groups M20F20 and M5F5, with no 
difference between these groups. The M20F5 and M5F20 groups had higher ROS 
accumulation and differed among themselves. In the last experiment of this study (V), 
the effect of oxygen tension on global DNA methylation patterns and specific histone 
marks in blastoc was observed. In the last experiment of this study (V), we observed 
the effect of oxygen tension on global DNA methylation patterns and specific histone 
markings in blastocysts. In the analysis of global DNA methylation levels, higher levels 
of 5mC were found in groups M5F20 and M5F5, compared to groups M20F5 and 
M20F20, all groups differed. The 5hmC levels were analyzed and the mean 
fluorescence intensity was higher in M20F5 and M5F5 embryos compared to M5F20 
and M20F20, with differences between groups. In histone marking both behaved 
similarly, with higher levels of H3K9me2 / me3 found in embryos of groups M5F5 and 
M20F20, compared to M5F20 and M20F5, with differences between groups. In 
conclusion, this study elucidated the differences that high and low oxygen tension may 
cause in the early stages of in vitro production of bovine embryos and possible 
consequences on cellular homeostasis. It contributed to the understanding of the basic 
mechanisms of environment and genome interaction, as well as the application of the 
knowledge acquired to the improvement of biotechnologies in the early stages of in 
vitro production of bovine embryos. 

Keywords: oxygen tension, oxidative stress, in vitro production of embryos (IVPE), 
methylation, histones. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

  Apesar do significante avanço da produção in vitro de embriões (PIVE) nas 

últimas décadas, sabe-se que o desenvolvimento embrionário de mamíferos pode ser 

sensibilizado negativamente por fatores como composição do meio, temperatura, pH 

e tensão de oxigênio, que constituem o ambiente artificial (Menezo et al., 2016). O 

oxigênio é um componente essencial deste sistema, pois ele desempenha papel 

central na respiração celular e influencia fortemente a produção de energia (Morin, 

2017). A concentração de oxigênio geralmente não é controlada nas etapas iniciais 

da PIVE, sendo comumente utilizado o modelo de alta tensão de oxigênio (20% O2), 

diferente da concentração encontrada no trato reprodutivo de várias espécies (≤7% 

O2) (Harvey, 2007). O desenvolvimento embrionário inicial acontece durante a 

migração do embrião pelo oviduto, em condições in vivo ideais, sob concentração de 

oxigênio entre 5 e 7% (Fischer e Bavister, 1993; Harvey, 2007). Para melhor resultado 

na PIVE, o sistema de produção (MIV, FIV, CIV) precisa de contínuo aperfeiçoamento 

(Leivas, 2006).  

As condições de incubação adotadas nos sistemas de PIVE podem gerar 

estresse oxidativo ou desequilíbrio entre agentes oxidantes e antioxidantes (Nabenishi 

et al., 2012), podendo ser tóxica para oócitos e resultar em bloqueio no 

desenvolvimento embrionário in vitro (Fukui e Oyamada, 2004). Os radicais gerados 

in vitro, como o superóxido, o peróxido de hidrogênio e a hidroxila, reagem com as 

proteínas celulares, os lipídeos e o DNA, resultando em inativação enzimática, 

peroxidação lipídica da membrana e alterações do DNA (Andrade et al., 2010; Silva 

et al., 2011). 

 O ambiente artificial proporcionado pelas ARTs tem sido relacionado à alta 

frequência de desordens epigenéticas, tanto em humanos, como as síndromes de 

Beckwith-Wiedemann, Siver Russel, Angelman (Amor e Halliday, 2008); quanto em 

animais, como a síndrome da cria gigante ou LOS (Large Offspring Syndrome) (Young 

et al., 1998). Acredita-se que modificações epigenéticas alteram padrões de 

expressão gênica embrionária, podendo causar variações na metilação do DNA e 

estar envolvidas na síndrome LOS (Wrenzycki e Niemann, 2003). O surgimento de 
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LOS em bovinos devido sua grande similaridade (Chen et al., 2013), representa 

excelente modelo de estudos de síndromes epigenéticas em humanos.  

 Interessantemente, o cultivo in vitro de embriões em diferentes tensões de O2 

mostrou ser capaz de induzir mudanças no padrão de metilação do DNA (Bomfim et 

al., 2017), nas modificações de histonas (Gaspar et al., 2015) e, consequentemente, 

nos padrões de genes regulados por imprinting (Skiles et al., 2018). Entretanto, 

poucos estudos investigam o papel da tensão de O2 durante a maturação e 

fecundação in vitro, pontos chaves para o sucesso das ARTs. A relação entre as 

modificações epigenéticas e a concentração de oxigênio é possível devido a um dos 

principais grupos de proteínas responsáveis por marcações epigenéticas, serem da 

família dioxigenases dependentes de α-cetoglutarato (αKG) e Fe (II), necessitando 

assim, de oxigênio como substrato para as reações químicas (Van der Knaap e 

Verrijzer, 2016). Dentre eles podemos citar as desmetilases de lisinas ou KDMs 

(Lysine demethylases) e a família das proteínas TETs, as desmetilases de DNA. Outro 

mecanismo de regulação, em estado de hipóxia ou níveis alterados de O2, acontece 

através da comunicação de proteínas com produtos da heterodimerização, um fator 

de transcrição induzível por hipóxia (HIF), que pode alterar vias intracelulares 

(Semenza, 2002; Loenarz e Schofield, 2008). O HIF-1 está envolvido em 

acontecimentos importantes da vida celular como o desenvolvimento embrionário 

(Lyer et al., 1998; Ryan et al., 1998; Kotch et al., 1999) e a apoptose (Carmeliet et al., 

1998; Halterman et al., 1999). Vias adaptativas que incluem metabolismo, 

angiogênese e sobrevivência ao estresse hipóxico estão envolvidas no processo de 

regulação de muitos genes através do fator de transcrição indutível por hipóxia 

(Semenza, 2003).   

 Por isso, a hipótese central deste estudo é que, diferentes concentrações de 

oxigênio durante a maturação e a fecundação in vitro modulam a transcrição de 

genes envolvidos no estresse oxidativo e modeladores epigenéticos em 

oócitos, células do cumulus e embriões bovinos. Além disso, o estresse 

oxidativo gerado nos embriões exerce efeito sobre os níveis globais de 

metilação do DNA e marcas de histonas. Desta forma, o objetivo deste estudo foi 

investigar o papel da atmosfera gasosa nos passos iniciais da produção in vitro de 

embriões bovinos. 
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2.REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Maturação in vitro 
 

 A maturação do oócito envolve inúmeros eventos como: modificações 

estruturais e funcionais no complexo cumulus-oócito, tais como a formação do 

estoque de transcritos maternos, condensação do DNA e extrusão do primeiro 

corpúsculo polar, multiplicação e expansão das células do cumulus (Eppig, 1990). O 

suporte para o embrião na fase inicial da embriogênese é fornecido pela 

disponibilidade de moléculas que permite a condensação do seu DNA, possibilitando 

a diminuição da transcrição ativa pelo oócito, que é fundamental para o progresso da 

maturação e extrusão do primeiro corpúsculo (Sirard, 2012).  

O oócito competente é definido por ser capaz de completar a meiose, clivar 

após a fecundação, formar blastocisto e desenvolver um indivíduo normal após o 

nascimento. Para isso a maturação deve ser completa, alcançando as duas etapas: 

nuclear, citoplasmática e molecular (Sirard et al., 2010). O processo de maturação in 

vitro deficiente, especialmente a maturação citoplasmática, está relacionado com a 

baixa formação de blastocistos (Oyamada e Fukui, 2004).  

A atividade celular do embrião durante o desenvolvimento é 

predominantemente controlada por transcritos e proteínas de origem materna, até que 

estes estoques sejam gradualmente degradados e substituídos por transcritos do 

genoma embrionário, período denominado transição materno-zigótica (TMZ) (Barnes 

e Eyestone, 1990). Este estoque do oócito é crucial para reprogramação epigenética 

do embrião, na qual mecanismos de alteração da estrutura de cromatina alteram o 

padrão de expressão do genoma e, consequentemente, auxiliam na ativação do 

genoma do embrião (EGA). No entanto, mesmo após a ativação do genoma 

embrionário (que em bovinos ocorre entre os estágios de 8 para 16 células, 

aproximadamente no D4 de desenvolvimento), o sucesso desta etapa depende de 

componentes maternos armazenados, sem os quais os embriões não conseguem 

progredir além das divisões celulares iniciais (Graf et al., 2014).   



4 
 

 

No modelo bovino, a maturação in vitro dos oócitos é comumente conduzida 

entre 18 e 24 horas, à temperatura de 38.5 ºC e concentração de 20% oxigênio (5% 

de CO2 em ar), o que difere da concentração igual ou menor que 7% de O2 encontrada 

no oviduto, durante o processo de ovulação dos oócitos em algumas espécies 

(Mastroianni e Jones, 1965; Mitchell e Yochim, 1968; Maas et al. 1976, Fischer e 

Bavister, 1993).  

A maturação in vitro do oócito e o desenvolvimento embrionário podem ser 

afetados negativamente por condições de estresse oxidativo, resultando em aumento 

de células apoptóticas e fragmentação celular, em embriões murinos (Johnson e Nasr-

Esfahani, 1994; Liu e Keefe, 2000), caprinos (Guerin et al., 2001), bovinos (Khurana 

e Niemann, 2000) e humanos (Bedaiwy et al., 2004), acúmulo de lipídios e qualidade 

reduzida (Abe et al., 2002; Sudano et al., 2011), mudanças na expressão gênica e 

metabolismo de embriões (Rinaudo et al., 2006; Balasubramanian et al., 2007; 

Harvey, 2007). Em suínos, as EROs podem provocar danos celulares apoptóticos 

somente à oócitos desnudos, sugerindo que as células do cumulus protegem os 

oócitos contra a apoptose causada por EROs durante a maturação in vitro (Tatemoto 

et al., 2004). O estado redox da célula quando alterado, resulta em uma acumulação 

de EROs e uma diminuição na quantidade de antioxidantes, podendo induzir a morte 

celular por apoptose (Buttke e Sandstrom, 1994; Fenwick et al., 2002).  

A glutationa, antioxidante de grande abundância em oócitos e embriões, possui 

importantes reservatórios durante o processo de maturação dos oócitos, visto que sua 

síntese somente será retomada posteriormente a fase de EGA (Eichenlaub Ritter et 

al., 2011). A síntese deste importante antioxidante foi relatada durante a maturação 

de oócitos em várias espécies (Calvin et al., 1986; Perreault et al., 1988; Yoshida et 

al., 1992; Miyamura et al., 1995). Durante o desenvolvimento e maturação do oócito 

no ovário, o conteúdo de GSH aumenta à medida que o gameta se aproxima do tempo 

de ovulação (Perreault et al., 1988), esse acúmulo de glutationa durante o 

desenvolvimento protege o oócito nas fases posteriores à fertilização (Telford et al., 

1990). A competência no desenvolvimento de oócitos bovinos pode ser prejudicada 

se houver estresse oxidativo, devido ao aumento das EROs intracelulares e 

diminuição da glutationa, antioxidante que tem função de proteger as células contra o 

estresse oxidativo (Hashimoto et al., 2000). A maturação oocitária pode ser afetada 
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através da produção excessiva de espécies reativas de oxigênio (EROs), podendo ter 

um impacto maior em alta tensão de oxigênio na MIV (Fowler e Callingham, 1978; 

Yang et al., 1998; Hashimoto et al., 2000; Guerin et al., 2001). De fato, é provável que 

o ambiente que envolve os gametas, antes da implantação do embrião, possa ter 

consequência nos desenvolvimentos posteriores (Harvey, 2007). 

 

2.2 Fecundação in vitro 

 

Na fecundação in vitro, a concentração de O2 utilizada é um aspecto importante 

a ser considerado. Durante a FIV, a concentração de oxigênio usualmente não é 

controlada, sendo utilizado 20% de O2, independentemente de outros fatores tais 

como meio, volume, densidade dos oócitos e touros utilizados. Existem poucos 

estudos relacionados com o efeito da concentração de O2 afetando o sucesso da FIV 

e a produção de blastocistos, como em camundongos, bovinos e humanos (Dumoulin 

et al., 1995; Giotto et al., 2015). 

Em bovinos, foi demonstrado que a redução do oxigênio durante a FIV tem um 

efeito divergente. Lazzari et al., (1998) encontraram um efeito benéfico na redução do 

oxigênio nas taxas de desenvolvimento embrionário. Leivas, 2006 avaliou a influência 

da atmosfera durante a MIV e FIV de oócitos bovinos obtidos por OPU, sobre a 

produção, qualidade dos embriões e taxa de prenhez. Como resultado encontraram 

uma taxa de prenhez similar entre os grupos de 5% O2 e 20% O2, concluindo que é 

possível utilizar a concentração de 5% de oxigênio durante todo o processo de PIVE 

em programas comerciais de OPU/PIVE. A concentração de 5% de O2 foi também 

utilizada por Galli et al.(2001) para touros com baixas taxas de fecundação em 

protocolos convencionais. Takahashi e Kanagawa, (1998) não detectaram diferença 

na taxa de fecundação, porém o desenvolvimento embrionário foi superior no grupo 

onde a FIV foi conduzida sob atmosfera de 5% de O2. Entretanto, em 1995, 

Pinyopummintr e Bavister observaram que, o percentual de polispermia aumentou 

acentuadamente quando a FIV foi conduzida em O2 reduzido. No estudo de Bermejo-

Álvarez et al, (2010), quando a FIV foi realizada em baixa tensão de oxigênio 

obtiveram um menor desenvolvimento embrionário.  
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Segundo Leivas, (2006), a qualidade dos oócitos aspirados e as condições de 

MIV e FIV podem afetar o desenvolvimento embrionário. Altos níveis de O2 (20%) 

podem ser tóxicos para diferentes tipos de células, incluindo oócitos e 

espermatozoides, provavelmente devido à formação de radicais livres que podem 

causar danos celulares por oxidação, inativação enzimática e danos ao DNA, podendo 

ter graves resultados (Umaoka et al., 1992). Variações na produção de EROs e nas 

taxas de fertilização de oócitos, foram demonstradas no estudo de Giotto et al., 2015, 

fornecendo evidências da influência desses fatores na fertilização in vitro. 

 

2.3 Estresse oxidativo e seu impacto nas ARTs 

 

 Em alguns estudos, a baixa tensão de O2 é mencionada ser inadequada para 

sustentar o metabolismo celular aeróbio, enquanto um ambiente com alta 

concentração desse gás pode ter efeito prejudicial devido ao estresse oxidativo 

causado pelo aumento de EROs (Gigli et al., 2006). O distúrbio no estado de equilíbrio 

entre as EROs e os agentes antioxidantes é denominado estresse oxidativo ou 

desequilíbrio redox, sendo representados pela produção e eliminação destes radicais 

(Gupta et al., 2010; Machado et al., 2013). Existem dois tipos principais de espécies 

de radicais livres: espécies reativas de oxigênio (EROs) e espécies reativas de 

nitrogênio (ERNs) (Agarwal et al., 2005). O mecanismo das EROs na respiração 

celular ocorre quando, uma molécula de O2 é reduzida em duas moléculas de água, 

através da incorporação de 4 elétrons. Contudo, quando essa redução ocorre de 

forma incompleta, ou seja, agregando menos de 4 elétrons, há a formação das EROs. 

Se o O2 for parcialmente reduzido pela recepção de somente 1 elétron, o produto 

desta redução será o radical superóxido (O2). Este radical, ao receber mais um elétron 

e 2 íons de hidrogênio, formará o peróxido de hidrogênio (H2O2). Da reação entre o 

peróxido de hidrogênio e íons de ferro ou cobre ocorrerá à formação do radical 

hidroxila (OH-), considerado o mais reativo e podendo ser formado também pela 

reação entre o peróxido de hidrogênio e superóxido (Menezo et al., 2016). Todos estes 

metabólitos derivados do oxigênio são denominados EROs devido a elevada 

instabilidade e reatividade (Nordberg e Arnér, 2001). Durante a fase de redução as 
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EROs podem induzir à peroxidação lipídica de membranas biológicas e acarretar em 

danos ao DNA (Silva et al., 2011).   

 Células de mamíferos desenvolveram uma variedade de mecanismos 

enzimáticos para controlar a produção de EROs, um dos elementos centrais nas vias 

de transdução de sinal envolvidos na proliferação, diferenciação e apoptose celular 

(Al-Gubory et al., 2010). As espécies reativas de oxigênio são produzidas por oócitos, 

células do cumulus oophorus e embriões durante o metabolismo aeróbico mais 

especificamente na cadeia de transporte de elétrons pela fosforilação oxidativa nas 

mitocôndrias (Agarwal et al., 2008). Devido às mitocôndrias celulares serem herdadas 

maternalmente, toda a consequência do comprometimento mitocondrial é conduzida 

pelo oócito, com um efeito sobre a viabilidade e o desenvolvimento dos embriões 

(Ménézo et al., 2013). Estas organelas são a principal fonte geradora de radicais livres, 

por meio da cadeia transportadora de elétrons, durante a produção de energia 

(Jensen, 1966; Boveris et al., 1972, Brand, 2016). Alguns trabalhos revelaram que 

oxidantes mitocondriais também podem funcionar como sinalizador redox em resposta 

a estresses celulares, como a hipóxia (Chandel et al., 1998; Boveris et al., 2000; 

Chandel e Schumacker, 2000), apoiando a ideia de que a geração de EROs 

mitocondrial aumenta, ao invés de diminuir durante a hipóxia (Guzy e Schumacker, 

2006). Os sinais das EROs que são induzidos por hipóxia na mitocôndria, 

desencadeiam a ativação de respostas transcricionais hipóxicas por meio da inibição 

das prolil hidroxilases de HIF (PHD), um regulador negativo da estabilidade de HIF-α 

(Chandel et al., 1998, 2000). Novos estudos exploram uma correlação significativa 

entre hipóxia e mudanças na produção de EROs. 

 Antioxidantes podem exercer função de defesa contra danos induzidos por 

EROs à lipídios, proteínas e DNA. As EROs e os antioxidantes têm sido implicados 

na regulação de processos reprodutivos em animais e humanos, tais como alterações 

lúteas e endometriais cíclicas, desenvolvimento folicular, ovulação, fertilização, 

embriogênese, implantação embrionária, diferenciação e crescimento placentário, 

manutenção da gestação e início do parto (De Lamirande e Gagnon, 1995; Argawal 

et al., 2008; Al-Gubory et al., 2010). Em contraste, os desequilíbrios entre a produção 

de EROs e os sistemas antioxidantes induzem estresse oxidativo que afeta 

negativamente os processos reprodutivos (Agarwal e Allamaneni, 2004; Agarwal e 
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Said, 2005; Agarwal et al., 2006; Al-Gubory et al., 2010; Bermejo-Álavarez et al., 2010; 

Bontekoe et al., 2012; Bomfim et al., 2017). Segundo Hashimoto e colaboradores 

(2000), oócitos bovinos maturados sob alta tensão de oxigênio, podem ser 

prejudicados pelo estresse oxidativo, devido ao aumento das EROs e diminuição da 

glutationa intracelular, que tem função de proteger as células do estresse oxidativo. A 

glutationa reduzida (GSH) é um componente importante da maquinaria antioxidante 

da célula, podendo auxiliar na biologia redox em uma concentração celular de 

antioxidantes que pode variar dependendo da atividade celular, do grau de estresse e 

da capacidade da célula manter a homeostase durante o estresse redox (Michelakis 

et al., 2004). O nível de GSH aumenta durante a maturação oocitária e à medida que 

o oócito se aproxima do tempo de ovulação (Perreault et al., 1988). Após a 

fecundação, a glutationa participa da descondensação espermática junto à ativação 

do oócito (Yoshida et al., 1992; 1993) sendo, portanto, pré-requisito para a formação 

do pronúcleo masculino (Calvin et al., 1986; Perreault et al., 1988). É reconhecido que 

as condições redox são reguladas independentemente nos diferentes compartimentos 

subcelulares, existindo controle da geração de EROs e expressão de genes 

específicos do compartimento de sistema de enzimas antioxidantes (Smith et al., 

2017).  

  Apesar do aumento dos níveis intracelulares das EROs desencadear as ações 

nocivas descritas, estas também atuam como moléculas sinalizadoras em diversas 

reações celulares e sua redução excessiva pode acarretar em parada do 

desenvolvimento embrionário (Ufer et al., 2010). Amin et al., 2014, Bonfim et al., 2017 

e Leite et al., 2018 cultivaram blastocistos em alta e baixa tensão de O2, e observaram 

uma maior concentração de EROs no grupo cultivado em alta tensão de oxigênio. O 

estresse oxidativo gerou também um aumento da metilação global nos blastocistos e 

alterou a expressão de transcritos e miRNAs (Bomfim et al., 2017). Outros estudos 

demonstraram que, um aumento na tensão de oxigênio, pode efetivamente aumentar 

a produção de EROs em embriões bovinos, podendo ser correlacionado com um 

aumento no nível de transcrição de genes relacionados ao estresse oxidativo 

(Wrenzycki et al., 2001; Rinaudo et al., 2006; Corrêa et al., 2008; Arias et al., 2012). 

No entanto, o oxigênio também pode ter um efeito potencialmente tóxico em embriões 

humanos via EROs (Catt et al., 2000; Kovacic e Vlaisavljevic, 2008). Batie  e 
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colaboradores, (2019) concluíram que as EROs não estão envolvidas no aumento das 

marcas de metilação de histonas em células HeLa que foram expostas por uma hora 

em ambiente hipóxico, mas podem contribuir com aumento da metilação em hipóxia 

prolongadas. Já Smith et al., (2017) observaram que a hipóxia estimula a produção 

de oxidantes pela cadeia de transporte de elétrons e aumentam a liberação de sinais 

de EROs para o citosol (Duranteau et al., 1998; Guzy e Schumacker, 2006; 

Fernandez-Aguera et al., 2015). As EROs podem estar envolvidas na ocorrência de 

morte celular, especialmente no estágio de blastocisto (Parchment, 1991). Existem 

indicações de que altas concentrações de oxigênio durante o cultivo embrionário são 

prejudiciais para o embrião bovino, mas a hipóxia (abaixo do nível fisiológico de 5%) 

não prejudicou embriões de camundongos (Umaoka et al., 1992) e coelhos (Li e Foote, 

1993), uma vez que esta pode ser um indutor de apoptose (Adachi et al., 2001). Além 

disso, estudos recentes demonstraram a presença da expressão de genes 

antioxidantes nas células do trato reprodutivo feminino, indicando que existe um 

equilíbrio de oxidante / antioxidante no ambiente celular (Agarwal e Allamaneni, 2004). 

A tensão de oxigênio pode ter importantes implicações na regulação da proliferação e 

diferenciação celular durante os estágios iniciais do desenvolvimento do embrião 

(Fischer; Bavister. 1993). 

 

2.4 Atmosfera gasosa e o epigenoma  

 

Modificações epigenéticas resultam em mudanças mitóticas e hereditárias na 

expressão gênica, sem alterar a seqüência de bases do DNA (Santos et al., 2003, 

Corry et al., 2009). As modificações das histonas podem incluir fosforilação, 

ubiquitilação, sumoilação, acetilação e metilação, entre outras (Berger et al., 2009). 

Essas modificações podem ter diferentes consequências para a compactação e 

acessibilidade da cromatina, assim tendo efeitos variados na expressão gênica (Ross 

e Sampaio, 2018).  

A metilação do DNA e as modificações das histonas desempenham papéis 

essenciais durante o desenvolvimento pré-implantacional (Santos et al., 2003; 

Sarmento et al., 2004). Segundo alguns estudos, é severamente deficiente a 
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reprogramação epigenética em embriões clones (Bourc’his et al., 2001). A metilação 

da histona pode sinalizar ativação ou repressão gênica, dependendo dos locais de 

metilação que ocorre (Martin e Zhang, 2005). Essas marcas altamente dinâmicas são 

frequentemente associadas a eventos críticos, incluindo a ativação do genoma 

embrionário e a primeira diferenciação celular (Mason et al., 2012). O processo de 

metilação e desmetilação das histonas é realizado por enzimas chamadas 

respectivamente de metiltransferases de lisina [(KMTs) do inglês lysine 

methyltransferases] e desmetilases de lisina [(KDMs) do inglês lysine demethylases] 

(Shi e Whetstine, 2007). A família das KDMs possui um domínio JmjC (Jumonji C). 

Elas são proteínas dependentes de α-cetoglutarato, oxigênio molecular e Fe (II) e 

usam estes como cofatores para atuar no processo de desmetilação (Sampaio, 2015).  

A metilação da histona H3 pode ocorrer em vários resíduos de lisina (K4, K9, K27, 

K36 e K79) tendo importante papel na regulação da expressão gênica (Lachner et al., 

2003). A metilação de K4 está associada à cromatina ativa e a metilação da K9 com 

cromatina inativa, na maioria dos eucariotos (Lachner e Jenuwein, 2002). As 

condições de cultivo são altamente vulneráveis aos mecanismos epigenéticos 

(Niemann e Wrenzycki, 2000; Duranthon et al, 2008; Kohda e Ishino, 2013). Alguns 

estudos indicaram que não é alcançado um padrão epigenético correto em embriões 

manipulados, como os produzidos in vitro (Li et al., 2005; McEwen et al., 2013) e 

produzidos por transferência nuclear de células somáticas (Morgan et al., 2005; 

Maalouf et al., 2008). A metilação da H3K4 e K9 estão intimamente associadas à 

formação do pronúcleo paterno e a metilação do DNA genômico (Lepikhov e Walter, 

2004; Liu et al., 2004; Park et al., 2007).  

O processo de metilação no DNA consiste na adição covalente de um 

grupamento metil (-CH3), um radical alcoila monovalente, na posição 5 do anel 

pirimídico da base citosina (5-metilcitosina ou 5mC) que geralmente precede uma 

guanina (dinucleotideos CpG), principalmente onde localizam-se regiões promotoras 

dos genes, mediado por enzimas metiltransferases de DNA (DNMTs) (Bird, 2002). 

Quando localizada em um local próximo ou em uma região promotora gênica, a 

metilação do DNA geralmente reprime a transcrição do gene (Gaspar et al., 2015). 

Dessa forma, a 5mC participa de mecanismos como a regulação da expressão gênica, 
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diferenciação gênica, regulação dos genes imprinted, silenciamento do DNA, 

desenvolvimento embrionário normal e carcinogenese (Jones, 2012). 

A desmetilação ativa no DNA do zigoto, através da oxidação das 5-

metilcitosinas (5mC) em 5-hidroximetilcitosinas (5hmC) seguida por um mecanismo 

de reparo e excisão de bases do DNA (Iqbal et al., 2011), é realizada por meio da 

família de enzimas TET (TET1, TET2 e TET3), que removem ou oxidadam a 5mC em 

5hmC por meios passivos ou ativos, estabelecendo um estado permissivo para a 

subsequente expressão gênica. Tornou-se aparente que alterações em nível 

molecular, incluindo modificações do DNA e proteínas da cromatina, são os eventos 

primários que regulam as dinâmicas epigenéticas durante o desenvolvimento em 

mamíferos (Morgan et al., 2005; Reik, 2001). É possível que estímulos externos, como 

a tensão de oxigênio, e moduladores genéticos, como modificações de histonas, 

possam interagir de maneira reguladora no desenvolvimento e diferenciação celular 

(Dunwoodie, 2009; Ufer et al., 2010). A interação destas enzimas tem grande 

importância no desenvolvimento embrionário (Geiman e Robertson, 2002), entretanto 

ainda não estão completamente compreendidas as alterações no processo de 

reprogramação epigenética durante esta etapa in vitro. 

Na importância da PIVE como biotecnologia reprodutiva, pouco se sabe sobre 

como diferentes concentrações de oxigênio afetam eventos regulatórios, como os 

processos epigenéticos. A diferenciação celular pode ser regulada por mecanismos 

genéticos intracelulares e pelo microambiente extracelular (Ufer et al., 2010). É 

possível que estímulos externos, como a tensão de oxigênio, e moduladores 

genéticos, como modificações de histonas, possam interagir de maneira reguladora 

para impulsionar o desenvolvimento. Bomfim e colaboradores, (2017) estudaram 

como os embriões bovinos responderiam a alta (20% O2) ou baixa (5% O2) tensão de 

oxigênio durante o cultivo in vitro, avaliando alterações de transcritos epigenéticos em 

blastocistos. Em alta tensão, os embriões possuíam expressão alterada dos 

transcritos associados à epigenética e aumento na metilação global do DNA, 

sugerindo que, a hipermetilação do DNA é mediada por uma desregulação das 

enzimas relacionadas à epigenética devido ao estresse oxidativo. Gaspar et al., 2015 

avaliaram tensões de oxigênio (5% e 20%) durante o cultivo embrionário in vitro, no 

remodelamento epigenético de H3K9me2 (repressivo) e H3K4me2 (permissivo) em 
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modelo bovino. Como resultado obteve efeito significativo para ambas as marcas de 

histonas, sendo as marcas repressivas e permissivas mais altas nos embriões 

cultivados na alta tensão de oxigênio. Harvey et al., (2004) cultivaram embriões 

bovinos sob diferentes tensões de oxigênio (2%, 7%, 20%) e observaram efeito sobre 

a expressão de genes regulados pelo oxigênio, desenvolvimento e localização da 

proteína HIFα; os resultados sugeriram que o oxigênio pode influenciar na expressão 

gênica do embrião bovino durante o desenvolvimento pós-compactação e que esses 

efeitos podem ser mediados por HIF. 

Novos conceitos exploram correlação significativa entre estresse oxidativo, 

metilação e desregulação epigenética. O estresse oxidativo que perturba os 

processos de metilação pode certamente afetar a manutenção do primeiro imprinting 

(preservação das marcas de metila nas seqüências de DNA correspondentes), e 

então sua reconfiguração no embrião (reaquisição das tags de metil) (Hoffman, 2005; 

Menezo et al., 2016).  Segundo Bontekoe et al., (2012), baixas concentrações de 

oxigênio recapitulam o ambiente in vivo de embriões humanos, e ao mesmo tempo, 

altos níveis de O2 podem causar estresse oxidativo via EROs. Assim, existe a 

necessidade de se esclarecer os efeitos das diferentes concentrações de oxigênio nas 

etapas iniciais da PIVE bovina, pois o papel do estresse oxidativo na causa dos efeitos 

epigenéticos é de grande preocupação. 

 

3. OBJETIVOS 
 

3.1 Objetivo geral 

 

Investigar o papel da atmosfera gasosa nos passos iniciais da produção in vitro 

de embriões bovinos e os possíveis efeitos do estresse oxidativo sob a expressão de 

17 RNAm relacionados ao metabolismo oxidativo e modeladoresepigenéticos por RT-

qPCR. 
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3.2 Objetivos específicos 

 

 Avaliar se a mudança na atmosfera gasosa durante a MIV é capaz de aumentar 

os níveis de GSH e EROs no oócito bovino; 

 Investigar se as diferentes concentrações de oxigênio durante a MIV podem 

reduzir as proporções de oócitos que atingem a Metáfase II; 

 Analisar através de qPCR a abundância de transcritos dos genes envolvidos 

no estresse oxidativo e reguladores epigenéticos de complexos cumulus-

oócitos (COC) que se mantiveram em 5 ou 20% de oxigênio; 

 Avaliar se diferentes tensões de O2 durante a FIV podem influenciar a taxa de 

polispermia de zigotos; 

 Avaliar as taxas de desenvolvimento dos embriões submetidos a diferentes 

tensões de oxigênio na maturação e fecundação in vitro. 

 Determinar se diferentes tensões de oxigênio na MIV e na FIV são capazes de 

regular os níveis de GSH e EROs nos embriões bovinos produzidos in vitro; 

 Verificar se mudanças na atmosfera gasosa durante a MIV e a FIV podem 

influenciar os níveis globais de metilação do DNA e de histonas nos blastocistos 

bovinos; 

 Investigar através de qPCR a abundância de transcritos dos genes envolvidos 

no estresse oxidativo e reguladores epigenéticos em embriões bovinos 

submetidos à alta e baixa tensão de O2; 
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4. HIPÓTESES 

 

 Diferentes tensões de oxigênio no início da PIVE são capazes de gerar uma 

condição de estresse oxidativo e modificar os níveis de GSH e EROs celular 

em oócitos e embriões bovinos. 

 Diferentes concentrações de oxigênio durante a maturação e fecundação 

alteram a transcrição de genes envolvidos no estresse oxidativo e reguladores 

epigenéticos em oócitos, células do cumulus e embriões bovinos. 

 A variação na tensão de oxigênio no início do desenvolvimento in vitro é capaz 

de modular os fatores de transcrição induzíveis por hipóxia (HIF), 

desencadeando ativação de reguladores epigenéticos como as KDMs e as 

TETs. 

 

5. MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1 Experimento I: Efeito da tensão de oxigênio na maturação in vitro  

 

 No experimento I os COCs foram selecionados e divididos aleatoriamente em 

dois grupos para maturar sob uma atmosfera de 20% de O2 em ar (grupo M20) ou 5% 

de O2, 5% de CO2, 90% de N2 (grupo M5). Depois de aproximadamente 22 horas de 

maturação, os oócitos foram coletados para avaliação da metáfase II (Hoescht 33342), 

análise de expressão gênica e quantificação da concentração intracelular de EROs e 

GSH. Na avaliação da metáfase II, foram colhidos pools de 112 e 110 oócitos 

maturados em alta e baixa tensão de oxigênio, respectivamente, de sete rotinas 

experimentais diferentes. Para a análise de expressão gênica, pools de 10 COCs 

maturados em alta e baixa tensão de oxigênio, respectivamente, de cinco rotinas 

experimentais. Pools de 116 e 120 oócitos maturados em alta e baixa tensão de 

oxigênio, respectivamente, de quatro rotinas experimentais diferentes foram colhidos 

para quantificação da concentração intracelular de EROs (sonda CellRox Green) e 

GSH (sonda CellTracker Blue) (Figura 1). 
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Figura 1. Delineamento do experimento I. Os oócitos foram maturados em diferentes 
tensões de O2 (baixa 5% O2 e alta 20% O2), posteriormente a maturação foram 
realizadas coletas de oócitos para cada técnica, com no mínimo 4 repetições 
biológicas. 

 

5.2 Experimento II: Efeito da tensão de oxigênio na fecundação in vitro 
 

Neste experimento foram desenvolvidos dois grupos adicionais para cada 

grupo de oócito maturado em alta e baixa tensão de O2. Foi também realizada a FIV 

em alta e baixa tensão, em arranjo fatorial 2x2. Na etapa de fecundação in vitro, os 

oócitos maturados se mantiveram por aproximadamente 20 horas sob atmosfera de 

20% de O2 em ar (grupo F20) ou 5% de O2, 5% de CO2, 90% de N2 (grupo F5). Foram 

realizadas 6 coletas de 15 zigotos por grupo/repetição depois de 13 horas da 

fecundação, para análise da taxa de fecundação (Hoescht 33342) (Figura 2). 

 

Figura 2. Delineamento do experimento II. Os oócitos foram maturados em diferentes 
tensões de O2 (baixa 5% O2 e alta 20% O2), posteriormente a maturação foi realizada 
FIV em baixa (F5) e alta tensão de O2 (F20). Foram realizadas coletas de zigotos para 
avaliação da taxa de fecundação, com no mínimo 6 repetições biológicas. 
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5.3 Experimento III: Efeito da tensão de oxigênio na maturação e fecundação in 
vitro e sua influência no desenvolvimento embrionário 

 

 No experimento III, os oócitos foram cultivados por aproximadamente 22 horas 

em alta (M20) e baixa (M5) tensão de O2, posteriormente foram desenvolvidos dois 

grupos adicionais para a FIV em alta (M5F20, M20F20) e baixa tensão (M5F5, M20F5) 

por 20 horas, e no cultivo os embriões foram mantidos em baixa tensão de oxigênio 

(C5) por 7 dias. As taxas de desenvolvimento foram avaliadas 7 dias após a 

fecundação in vitro, em quatorze rotinas experimentais diferentes. Sendo que para 

cada grupo foram distribuídos aleatoriamente os oócitos (M5F5 n=757, M5F20 n=755, 

M20F5 n=699, M20F20 n=710) (Figura 3). 

 

Figura 3. Delineamento do experimento III. Os oócitos foram maturados em diferentes 
tensões de O2 (baixa 5% O2 e alta 20% O2), posteriormente a maturação foi realizada 
FIV em baixa (F5) e alta tensão de O2 (F20) e no cultivo os embriões foram mantidos 
em baixo O2. Foram analisadas as taxas de desenvolvimento dos blastocistos, com 
no mínimo 14 repetições biológicas. 

 

5.4 Experimento IV: Efeito da tensão de oxigênio no nível intracelular de GSH e 
EROs em blastocistos 
 

 No experimento IV os COCs foram divididos aleatoriamente em dois grupos 

para maturar por aproximadamente 22 horas sob atmosfera de 20% de O2 em ar ou 
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5% de O2, 5% de CO2 e 90% de N2. Na FIV foram desenvolvidos dois grupos 

adicionais em alta e baixa tensão de O2 por 20 horas, e no cultivo os embriões foram 

mantidos em baixa tensão por 7 dias. No dia 7 do desenvolvimento, foram realizadas 

coletas de 10 blastocistos para as técnicas, de 7 rotinas experimentais para análise 

da quantificação do nível intracelular de EROs (sonda CellRox Green) e 4 rotinas 

experimentais para GSH (sonda CellTracker Blue) (Figura 4). 

 

Figura 4. Delineamento do experimento IV. Os oócitos foram maturados em diferentes 
tensões de O2 (baixa 5% O2 e alta 20% O2), posteriormente a maturação foi realizada 
FIV em baixa (F5) e alta tensão de O2 (F20) e no cultivo os embriões foram mantidos 
em baixo O2. Foram realizadas coletas dos blastocistos no dia 7 do desenvolvimento 
para cada técnica, com no mínimo 4 repetições biológicas. 

 

5.5 Experimento V: Efeito da tensão de oxigênio nos níveis globais de metilação 
do DNA e marcas de histonas específicas em blastocistos 
 

No experimento V, os oócitos foram cultivados por aproximadamente 22 horas 

em alta (M20) e baixa (M5) tensão de O2, posteriormente foram desenvolvidos quatro 

grupos adicionais para a FIV em alta (M5F20, M20F20) e baixa tensão (M5F5, M20F5) 

por 20 horas, e no cultivo os embriões foram mantidos em baixa tensão de oxigênio 

(C5) por 7 dias. No dia 7 do desenvolvimento, pools de 10 blastocistos de 6 rotinas 

experimentais diferentes foram colhidos e fixados para análise de imunoflorescência 

das marcas epigenéticas 5mC, 5hmC, H3K9me2 e H3K9me3 (Figura 5). 
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Figura 5. Delineamento do experimento V. Os oócitos foram maturados em diferentes 
tensões de O2 (baixa 5% O2 e alta 20% O2), posteriormente a maturação foi realizada 
FIV em baixa (F5) e alta tensão de O2 (F20) e no cultivo os embriões foram mantidos 
em baixo O2. Foram realizadas coletas dos blastocistos no dia 7 do desenvolvimento 
para cada técnica, com no mínimo 6 repetições biológicas. 

 

5.6 Produção in vitro de embriões (PIVE) 
 

Os procedimentos de maturação, fecundação e cultivo in vitro dos 

oócitos/embriões bovinos foram baseados no trabalho de Bomfim et al., (2017) com 

poucas modificações. Os ovários foram obtidos nos frigoríficos localizados no 

município de Sertãozinho (Barra Mansa), Ipuã (Olhos D’Água) e São João da Boa 

Vista (Vale do Prata), sendo acondicionados em garrafas térmicas e imediatamente 

transportados ao laboratório a temperatura entre 33 e 36ºC. O líquido folicular 

aspirado foi condicionado em tubos de 50 mL, mantidos em repouso para 

sedimentação dos oócitos e posteriormente visualizado por meio de 

estereomicroscópio para seleção dos COCs. Após a seleção e classificação dos 

COCs em grau I, II ou III, um total de 20-25 oócitos foram condicionados em gotas de 

100 µL de meio de maturação (meio de cultivo de tecidos B199 (GIBCO BRL) com 

sais de Earle, suplementado com 10% de SFB, piruvato sódico (22 µg/mL), 

gentamicina (50 µg/mL), 0,5 µg/mL de hormônio folículo estimulante (FSH), LH 

(50µg/mL)) cobertas com óleo mineral estéril (Dow Corning Co., Midland, MI, EUA). 

Posteriormente os oócitos foram divididos aleatoriamente em dois grupos que foram 
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maturados sob atmosfera de 20% de O2 em ar (grupo M20) ou 5% de O2, 5% de CO2, 

90% de N2 (grupo M5), temperatura de 38,5˚C, por aproximadamente 22 h, finalizando 

o processo de maturação oocitária. Depois de maturados, 10 COCs (por grupo e por 

repetição) foram desnudados por sucessivas pipetagens e posteriormente, oócitos e 

células do cumulus foram congelados separadamente e armazenados a -80ºC para 

posterior análise molecular. Pools de 10 oócitos dos grupos M5 e M20 foram corados 

com a sonda CellROX Green e CellTracker Blue para quantificação dos níveis 

intracelulares de EROs e GSH, respectivamente.  

Os oócitos maturados foram submetidos à fecundação in vitro com sêmen 

congelado de um único touro Nelore (CRV Lagoa, Sertãozinho, SP, Brasil). 

Espermatozóides capacitados foram obtidos após a separação por gradiente de 

Percoll (45% e 90%). O meio de fertilização foi composto por Tyrode's-lactate stock, 

50 µg / ml de gentamicina, 22 µg / ml de piruvato de sódio, 40 µl / ml de PHE (2mM D-

penicilamina, 1mM de hipotaurina e 245 µM de epinefrina), 5 U/mL de heparina e 6 

mg/mL BSA. Cada grupo de maturação foi subdividido em dois grupos para FIV sob 

5% CO2 em ar (grupo F20) ou 5% CO2, 5% O2 e 90% N2 (grupo F5) com umidade 

máxima, por 20 horas a 38,5˚C, resultando em quatro grupos (M20F20, M20F5, 

M5F20 M5F5). Os presumíveis zigotos foram lavados e transferidos para as placas 

com meio de cultivo (meio SOFaaci suplementado com 50 µg/mL de gentamicina, 22 

µg/mL de piruvato sódico, 5 mg/mL de BSA, e 2,5% SFB) sob óleo mineral. Todo o 

desenvolvimento dos grupos foi realizado em incubadora com baixa tensão de O2 (5% 

de CO2, 5% O2 e 90% N2), a 38,5°C, permanecendo nesta por 7 dias até os embriões 

atingirem o estágio de blastocisto. Neste período de cultivo, 96 horas após a 

fecundação (D4), foi feita uma pipetagem dos embriões e analisada a taxa de clivagem 

visualmente, com o auxílio de um estereomicroscópio, no momento do feeding. A taxa 

de desenvolvimento embrionário foi avaliada 7 dias após a fecundação, junto a coleta 

do dia 7 do cultivo. Foram coletados blastocistos para quantificação de EROs, GSH e 

marcas epigenéticas. 
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5.7 Avaliação da Metáfase II 
 

Para se obter a taxa de maturação (oócitos maturos/ total de oócitos avaliados) 

uma amostra dos oócitos (15 por repetição) foi transferida para placas com gotas de 

100µL de PBS. Estes foram agitados com uso de uma micropipeta até ficarem 

desnudos, e então, foram fixados por 15 min em paraformoldeído a 4% e lavados em 

PBS. Posteriormente foram lavados em solução de 1mg/mL de PVA em PBS e 

armazenados a 4oC. Os oócitos foram corados com corante Hoechst 33342 e 

montados entre lâmina e lamínula sob solução anti clareamento (“anti-fade”) (ProLong 

Gold; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), vedados com esmalte, e levados ao 

microscópio de epifluorescência, para observação do estádio de maturação nuclear. 

Os oócitos foram classificados da seguinte forma (Patrizio et al., 2007): (1) oócitos 

maturados, onde é possível observar a formação de um eixo em metáfase com 

extrusão do primeiro corpúsculo polar; e (2) oócitos imaturos, nos quais a placa 

metafásica não é observada.  

 

5.8 Quantifição dos níveis intracelulares de EROs e GSH 
 
 

Para quantificar a formação de EROs e glutationa reduzida (GSH) nos oócitos 

e embriões in vitro, pools de 10 oócitos maturados em alta e baixa tensão de oxigênio 

e grupos de 10 blastocistos foram comparados para a coloração com a sonda CellRox 

Green e CellTracker Blue. A análise foi realizada mediante as técnicas fluorimétricas 

em microscopia de epifluorescência utilizando 5µM da sonda CellROX Green 

(Molecular Probes) e 10 µM de Celltracker Blue (Molecular Probes), por 30 min a 37˚C. 

Logo após, foram fixados em paraformaldeído 4% por 15 min. Os oócitos foram 

lavados em PBS e condicionados em lâminas para as análises de epifluorescência. 

As amostras foram analisadas na objetiva 40X e comprimento de onda de 488 nm. As 

imagens foram analisadas a partir da quantificação da intensidade de florescência dos 

oócitos, em escala de cinza, utilizando o programa ImageJ (NIH; 

http://rsb.info.nih.gov/ij/), onde o software atribui valores de intensidade entre 0 e 255 

para cada píxel. 

http://rsb.info.nih.gov/ij/
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5.9 Avaliação da Taxa de Fecundação 
 

Os procedimentos de coleta para avaliação de polispermia foram baseados no 

trabalho de Alves et al., (2019) com poucas modificações. Para se obter a taxa de 

fecundação (fecundação total, fecundação normal e polispermia), uma amostra dos 

zigotos (15 por repetição) foram transferidos para placas com gotas de 100µL de PBS. 

Estes foram fixados por 15 min em paraformoldeído a 4%. Posteriormente foram 

lavados em solução de 1mg/mL de PVA em PBS e armazenados a 4oC. Os zigotos 

foram corados com corante Hoechst 33342 e montados entre lâmina e lamínula sob 

solução anti clareamento (“anti-fade”) (ProLong Gold; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 

vedados com esmalte, e levados ao microscópio de epifluorescência. 

 

5.10 Análise da Expressão Gênica 
 

O procedimento de análise da expressão gênica foi realizado conforme descrito 

por Sampaio em 2015, com algumas adaptações para o modelo de embriões bovinos. 

Pools de 10 oócitos e células do cumulus de 5 repetições biológicas diferentes foram 

coletados para análise dos padrões de expressão dos genes relacionados ao estresse 

oxidativo e remodelamento epigenético no dia 7 do desenvolvimento embrionário.  O 

RNA total foi extraído usando o reagente Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) de 

acordo com as recomendações do fabricante. Para isso, foi adicionado em cada tubo 

1000μL de Trizol. O RNA extraído foi eluído em 10 μL de solução de DNase I 

(Invitrogen) mais 1 unidade/μL de RNase OUT para a degradação de DNA 

contaminante, como sugerido pelo fabricante. Foi realizada a quantificação individual 

de cada amostra no Espectrofotômetro NanoDrop para determinar a concentração de 

RNA. Após isto, o RNA foi imediatamente convertido em cDNA com o kit High-

Capacity RNA-to-cDNA (Life Tech cat # 4387406) de acordo com o protocolo do 

fabricante, e armazenado a -20°C até o uso. Os genes alvos de interesse foram genes 

envolvidos no estresse oxidativo e remodelamento epigenético (Tabela 1). A 

quantificação relativa dos transcritos de mRNA foi realizada em reações de 15-μL 

contendo 0.2 μM de oligonucleotídeos iniciadores (descritos anteriormente) mais 1 x 
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SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) e 2 μL de um cDNA diluido 8 

vezes em água ultra-pura. Todas as amostras foram analisadas, para determinado 

gene, em triplicata na mesma placa de PCR. As seguintes condições de ciclagem 

foram aplicadas para amplificação: desnaturação inicial a 95°C por 10 min, seguido 

por 40 ciclos consistindo de 95°C por 15 seg, 60°C por 1 min. A fluorescência do SYBR 

Green foi lida no final de cada passo de extensão (60°C). Experimentos pilotos usando 

5 diferentes concentrações de cDNA (estendendo-se de 4 vezes ate 64 vezes diluido) 

foram corridas para ajustar as condições dos experimentos. A especificidade dos 

produtos de PCR foi confirmada pela analise da curva de melting. A quantidade dos 

transcritos alvos foi determinada usando a seguinte fórmula: E(target)- 

ΔCt(target)/E(ref)-ΔCt(ref), na qual o E corresponde a eficiencia de amplificacao e ΔCt 

a diferença do ciclo de threshold (Ct) entre as amostras controle e tratadas. Valores 

de Ct foram obtidos após retirar-se a média das triplicatas das amostras, enquanto E 

refere-se à eficiência media estimada para cada par de primers (os quais variaram de 

90% a 100%) usando o software LinRegPCR (Sampaio, 2016). 
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Tabela 1. Sequência dos oligonucleotídeos iniciadores que foram utilizados na técnica 

de PCR em tempo Real (q-PCR). 

Sigla do Gene Nome do Gene Sequência dos Oligonucleotídeos Utilizados (5’-3’) Fonte 

TET1 
Ten-eleven translocation methylcytosine 

dioxygenase 1 

F: TGCCTACTTGCAACTGTCTTGATC 

Sampaio, 2016 
R: TCTATCCTTATGCATTTCCTTTTTG 

TET2 
Ten-eleven translocation methylcytosine 

dioxygenase 2 

F: GGATACACCTCAAGACTCAGTATGA 

Sampaio, 2016 
R: GGACCTGCTCCTAGATGGGTATAA 

TET3 
Ten-eleven translocation methylcytosine 

dioxygenase 3 

F: TGCGGCCTCAACGATGA 

Sampaio, 2016 
R: GGCAACCGAAGGAGAAGGA 

EHMT2 
Euchromatic Histone 

Methyltransferase 2 

F: GCCAAGAAGAAATGGCGGAA 

Sampaio, 2016 

R: GTCATTGGACACCCCTCGT 

KDM3A 
Lysine (K) - Specific Demethylase 

3A 

F: AGTGGCCTGCAATAATGTACAAA 

Sampaio, 2016 
R: GAAAGACGAAGATTGTTTACATCC 

KDM5A 
Lysine (K) - Specific Demethylase 

5A 

F: TGCTTCTGTAGCCTTGACCG 

Sampaio, 2016 

R: GGTCAGGCAGAAATCGCAGA 

KDM6A 
Lysine (K) - Specific Demethylase 

6A 

F: CCCAAGCAGTTCTCAAGGGT 

Sampaio, 2016 
R: GCTTCCTGGGTGATCTTGTCA 

SUV39H1 Suppressor of variegation 3-9 homolog 1 

F: AGATCTATGACCGCCAGGGT 

Sampaio, 2016 
R: GGAGGTTGGGGTCACAACTG 

ACTB 
Peptidylprolyl isomerase A (cyclophilin A) 

(PPIA) 

F: GGTCCTGGCATCTTGTCCAT 

Sampaio, 2016 

R: TGCCATCCAACCACTCAGTCT 

RPL15 Ribosomal protein L15 

F: CAAACGCCCAGTTCCTAAGG 

Sampaio, 2016 

R: TCGAGCAAACTTGAGCTGGTT 

HIF1α Hypoxia Inducible Factor 1α 
F: TGAAGGCACAGATGAATTGCTT 

Harvey, 2004 

R: ACTTCCTGAGTTAATCCCATGAA 

HIF2α Hypoxia Inducible Factor 2α 

F: GCACCATGTCAAACATCTTCCA 

Harvey, 2004 
R: TCAAAGAAGGCGAAGGACACA 

HIF1β (ARNT) Hypoxia Inducible Factor 1 β 

F: CGAGAATGGCTCTGGGTGAG 

Harvey, 2004 

R: CAGTGAAGGTCGTGGTTCCTG 

KEAP1 Kelch-like ECH-associated protein 1 

F: TCACCAGGGAAGGATCTACG 

Amin, 2014 

R: AGCGGCTCAACAGGTACAGT 

SOD1 Superoxide Dismutase 1 

F: AGAGGCATGTTGGAGACAT 

Amin, 2014 

R: CAGCGTTGCCAGTCTTTGTA 

NRF2 Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 

F: AGCTGCCAAGATGGTGAAAC 

Amin, 2014 

R: ACTCTGCAGCAACATCCTGA 

CAT Catalase 

F: TGGGACCCAACTATCTCCAG 

Amin, 2014 

R:  AAGTGGGTCCTGTGTTCCAG 

SOD2 Superoxide dismutase-2 

F: AGAGGCAATGTTGGAGACCTG 

Amin, 2014 
R: TCTCGTTGCCAGTCTTTGTA 
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5.11 Imunofluorescência para detecção das marcas epigenéticas 5mC, 5hmC, 
H3K9me2 e H3K9me3 

 

Foi feita a imunomarcação em embriões produzidos em baixa e alta tensão de 

oxigênio para avaliação da intensidade de fluorescência da metilação do DNA (5mC 

e 5hmC) e marcas de histonas específicas (H3K9me2 e H3K9me3). Os blastocistos 

foram previamente fixados em 4% de paraformaldeído por 15 min, depois estes foram 

agrupados em pools de 10 embriões, de 6 rotinas diferentes por grupo. Os embriões 

foram permeabilizados com solução de PBS acrescido de 0,5% de Triton por 10 min, 

seguidos por lavagem em PBS, desnaturação do DNA com 4 N de HCl por 12 min, 

neutralização com 100 mM de solução Tris HCl por 20 min e bloqueio com solução de 

PBS, 1% de BSA e 0,3 M de glicina por 1 hora. Os blastocistos foram incubados com 

os anticorpos primários para anti-H3K9me2, anti-H3K9me3, anti-5mC e anti-5hmC 

(Abcam), foi utilizada diluição de 1: 200, overnight a 4°C. Após 2h lavando em 0,1% 

de Triton X-100, os embriões foram incubados com anticorpos secundários Goat anti-

MOUSE IgG - AlexaFluor 488 (#11008, Invitrogen - Foster City, CA, EUA) e Goat anti-

rabbit IgG - Texas Red (#111075144, Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, 

USA) diluídos na concentração de 1:400 em PBS por 1h a temperatura ambiente. Para 

cada grupo foi separado um blastocisto controle, que não foi submetido à incubação 

com o anticorpo primário. Os blastocistos foram lavados e colocados em lâminas. Para 

a análise os embriões foram montados em lâminas com 12µL de solução anti-fade 

(ProLong Antifade Gold reagent with DAPI; Invitrogen) e cobertos com lamínulas. Por 

fim, as amostras foram analisadas por microscopia confocal, em equipamento SP5 da 

LEICA (Leica Microsystems, Wetzlar, WZ, Alemanha), por meio de objetiva 40X em 

imersão a óleo. As amostras tiveram emissão de 590 a 630 nm, sendo 5 cortes por 

embrião. As imagens foram analisadas para quantificação das marcas epigenéticas 

por meio da intensidade de fluorescência (f.i.) utilizando o programa ImageJ (NIH; 

http://rsb.info.nih.gov/ij/), onde o software atribui valores de intensidade entre 0 e 255 

para cada píxel. 

 

 

http://rsb.info.nih.gov/ij/
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5.12 Análise dos resultados 
 

 As análises estatísticas foram realizadas com o software R© 3.0.3. Para os 

dados relativos à PIVE foi adotado o seguinte procedimento. Após a confirmação da 

homogeneidade dos dados pelo teste de Levene e normalidade dos dados pelo teste 

de Shapiro-Wilks foi feita a análise de variância (ANOVA) dos dados quantitativos para 

avaliar as respostas das rotinas de produção de embriões e foram consideradas como 

blocos. A comparação de médias dos pares foi feita usando o teste de Tukey, com 

valor de p<0,05. Se necessário as variáveis foram transformadas de acordo com o 

método de BOX-COX. Mesmo que utilizando tal transformação se os dados não 

apresentassem distribuição normal, tais dados foram avaliados pelo teste de Kruskal-

Wallis seguido pelo teste de diferenças mínimas de Fisher e ajuste do valor de p (p-

adj) por Benjamini-Hochberg, com valor de p-adj<0,05. 

 

6. RESULTADOS 

 

6.1 Experimento I: Efeito da tensão de oxigênio na maturação in vitro 
  

 6.1.1 Avaliação da Metáfase II 
No experimento I foi determinada a taxa de maturação nuclear em 

oócitos maturados em alta e baixa tensão de oxigênio. A taxa de maturação 

não diferiu entre oócitos maturados em alto (M20) (84.09 ± 2.93) e baixo O2 

(M5) (75.08 ± 5.32) (p=0.1639). 

 

6.1.2 Níveis intracelulares de EROs e GSH em oócitos 
 

 No experimento I foi determinada a intensidade de fluorescência 

intracelular de EROs e GSH em oócitos maturados em alta e baixa tensão de oxigênio. 

Os níveis de EROs diferiram entre oócitos maturados em alta (M20) (21.67 ± 1.70) e 

baixa (M5) (17.30 ± 0.84) tensão de O2 (p=0.0124) (Figura 6). Oócitos maturados em 
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alta tensão de O2 (M20) (90.60 ± 4.43) apresentaram níveis superiores de GSH em 

relação ao grupo de baixa tensão (M5) (68.79 ± 4.41) (p<0.01). 

 

Figura 6. Quantificação dos níveis intracelulares de espécies reativas de oxigênio (em 
unidades arbitrárias de fluorescência) em oócitos maturados em alta (M20) e baixa 
(M5) tensão de oxigênio. (A). Fotomicrografias de epifluorescência de oócitos para 
detecção de EROs. (B). Para a quantificação de EROs dos oócitos, foi mensurada a 
intensidade de fluorescência do corante CellROX Green no microscópio de 
epifluorescência Zeiss por meio de objetiva 40X. As barras do gráfico representam as 
médias e as barras de erros representam o erro padrão da média. Letras diferentes 
(a, b) nas barras indicam diferença (p<0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis. 

 

 6.1.3 Níveis de expressão de mRNA em oócitos e células do cumulus 
 

Os resultados da análise do perfil de 17 mRNA de 5 repetições biológicas 

demonstraram que os padrões de expressão dos genes relacionados ao estresse 

oxidativo (SOD1, SOD2, CAT, KEAP1, NRF2) e remodelamento epigenético (EHMT2, 
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SUV39H1, TET1, TET2, TET3, HIF1a, HIF1b, HIF2a, KDM3A, KDM4E, KDM5A, 

KDM6A) em oócitos, não se modificaram após diferentes tensões de oxigênio na 

etapa de maturação in vitro (Figura 7). 
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Figura 7. Expressão relativa dos genes alvo relacionados a resposta ao estresse 
oxidativo e remodelamento epigenético diferentemente expressos entre maturação e 
fecundação em alta ou baixa tensão de oxigênio. As barras do gráfico representam as 
médias e as barras de erros representam o erro padrão da média. Letras diferentes 
(a, b) acima das barras indicam diferença (p<0,05). 

 

As células do cumulus submetidas a alta e baixa tensão de oxigênio na 

maturação in vitro dos oócitos apresentaram níveis de transcritos maiores para o gene 

SOD1, relacionado a via de resposta ao estresse oxidativo celular, sendo mais 

expresso em alta tensão de oxigênio, em relação a baixa tensão (Figura 8 e 9). 
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Remodelamento Epigenético
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Figura 8. Expressão relativa dos genes alvo relacionados a resposta ao estresse 
oxidativo e remodelamento epigenético diferentemente expressos entre maturação e 
fecundação em alta ou baixa tensão de oxigênio. As barras do gráfico representam as 
médias e as barras de erros representam o erro padrão da média. Letras diferentes 
(a, b) acima das barras indicam diferença (p<0,05). 
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Figura 9. Expressão relativa do gene alvo relacionado a resposta ao estresse oxidativo 
diferentemente expresso entre maturação em alta ou baixa tensão de oxigênio. As 
barras do gráfico representam as médias e as barras de erros representam o erro 
padrão da média. Letras diferentes (a, b) acima das barras indicam diferença (p<0,05). 
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6.2 Experimento II: Efeito da tensão de oxigênio na fecundação in vitro 
 

 Os presumíveis zigotos foram classificados em não fecundados, polispérmicos 

e fecundação normal (Figura 10). Na Tabela 2 observa-se que não houve diferença 

na porcentagem de fecundação total (p=0.9207), normal (p=0.9880) e polispermia 

(p=0.8585) entre os grupos maturados e fecundados em baixa ou alta tensão de 

oxigênio (M5F5, M5F20, M20F5 e M20F20). Os efeitos das diferentes concentrações 

de oxigênio na MIV e FIV sob a taxa de fecundação total (MIV (p=0.2718) e FIV 

(p=0.7633)), normal (MIV (p=0.5375) e FIV (p=0.6970)) e polispermia (MIV (p=0.3389) 

e FIV (p=0.2825)) não diferiram. 

Tabela 2. Efeito das diferentes concentrações de oxigênio durante a FIV na taxa de 
fecundação in vitro.  

  

Taxa de fecundação 

Grupos % fecundação total % fecundação normal 

 

% polispermia 

 

 

 

M5F5 

M5F20 

M20F5 

M20F20 

53.51 ± 9.54 

57.59 ± 9.17 

49.23 ± 8.30 

51.61 ± 4.60 

 

22.97 ± 10.06 

25.94 ± 8.77 

33.62 ± 11.80 

36.32 ± 4.95 

 

23.50 ± 7.15 

16.45 ± 4.93 

17.14 ± 4.78 

12.06 ± 4.83 

 

Maturação in vitro e FIV sob atmosfera de 5 ou 20% de oxigênio. Dados apresentados 
como média ± erro padrão, (P>0.05). 



30 
 

 

 

Figura 10. Fotomicrografia de fluorescência de zigotos produzidos em alta e baixa 
tensão de oxigênio na maturação e fecundação in vitro, corados com Hoescht 33342. 

 

6.3 Experimento III: Efeito da tensão de oxigênio na maturação e fecundação in 
vitro e sua influência no desenvolvimento embrionário 
  

No experimento III foi avaliado o efeito da tensão de oxigênio na atmosfera gasosa 

durante a maturação in vitro (MIV) e fecundação in vitro (FIV) sob a eficiência da PIV 

de embriões bovinos. Na Tabela 3 observa-se que não houve interação para taxa de 

clivagem (p=0.1395), de modo que os efeitos principais de MIV (p=0.0003) e FIV 

(p=0.0022) diferiram. Já na produção embrionária, houve interação entre os fatores 

tensão de oxigênio na MIV e na FIV. O grupo M20F20 apresentou maior produção de 

blastocistos entre os grupos, diferindo destes (p=0.0080) (Tabela 3). 
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Tabela 3. Taxas de clivagem e blastocisto dos grupos experimentais após maturação 
e fecundação in vitro sob tensão de oxigênio atmosférica (20%) ou baixa tensão (5%) 
de O2. 

Tratamento Oócitos (n) Clivagem (%) 

D4 

Blastocisto (%) D7 

M5F5 757 62.35 ± 3.07 32.00 ± 3.27b 

M5F20 

M20F5 

M20F20 

 

M5 

M20 

 

F5 

F20 

 

(p-valor) 

Interação MIV-FIV 

 

Tensão de O2 MIV 

 

Tensão de O2 FIV 

755 

699 

710 

 

1512 

1409 

 

1456 

1465 

 

67.57 ± 4.34 

69.34 ± 2.08 

83.70 ± 1.94 

 

64.96 ± 2.65 

76.52 ± 1.96 

 

65.84 ± 1.94 

75.64 ± 2.80 

 

 

0.4564 

 

0.0003 

 

0.0022 

31.88 ± 3.99b 

29.66 ± 2.81c 

50.63 ± 4.55a 

 

21.94 ± 2.53 

40.14 ± 3.31 

 

30.83 ± 2.12 

41.25 ± 3.4  

 

 

0.0080 

 

0.0374 

 

0.0121 

Maturação in vitro e FIV sob atmosfera de 5 ou 20% de oxigênio. Valores com 
diferentes sobrescritos (a, b) dentro da mesma coluna diferem entre si (p<0.05). 
Dados apresentados como média ± erro padrão. 
 

 6.3.1 Níveis de expressão de RNAm em blastocistos 
 

A expressão de 17 RNAm foi investigada por qPCR de 8 repetições biológicas. 

Observa-se que não houve interação (p>0.05), de modo que os efeitos principais de 

MIV (p<0.05) diferiram. Os resultados demonstraram que 5 transcritos foram 

diferencialmente expressos (p<0.05) entre os grupos de blastocistos maturados em 

alta ou baixa tensão de oxigênio. Entre os 17 RNAm, 5 foram mais expressos em 

baixa tensão de oxigênio. Os padrões de expressão dos transcritos diferentemente 

expressos nestes blastocistos foram de resposta ao estresse oxidativo NRF2 

(p=0.01482), SOD1 (p=0.0410), SOD2 (p=0.01374) e remodelamento epigenético 

KDM5A (p=0.04879) e TET1 (p=0.02798). 
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6.4 Experimento IV: Efeito da tensão de oxigênio no nível intracelular de GSH e 
EROs em blastocistos 
  

Os níveis intracelulares de glutationa reduzida (GSH) foram mensurados em 

blastocistos maturados e fecundados em alta ou baixa tensão de oxigênio. Os grupos 

M20F20 e M5F5 apresentaram níveis superiores de GSH em relação aos grupos 

M20F5 e M5F20 (p<0.05). Os efeitos das diferentes concentrações de oxigênio na 

MIV (p=0.0227) diferiram, já na FIV não houve diferença (p=0.3801) (Figura 11). Os 

níveis intracelulares de EROs foram avaliados em blastocistos maturados e 

fecundados em diferentes tensões de oxigênio (5% e 20%). O grupo de embriões 

M20F20 e M5F5 apresentaram níveis intracelulares de EROs menores que os grupos 

M20F5 e M5F20, diferindo dos mesmos (p=0.0016). 
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Figura 11. Níveis intracelulares de GSH e EROs em embriões maturados e 
fecundados em diferentes tensões de oxigênio (5% e 20%). (A) Fotomicrografias de 
epifluorescência de blastocistos corados com CellTracker Blue para marcação de 
GSH (azul) e CellROX Green para marcação de EROs (verde). Todas as imagens 
foram tiradas na objetiva de 40x, no mesmo tempo de exposição para comparação 
dos níveis de intensidade de fluorescência. (B) Quantificação dos níveis intracelulares 
de glutationa reduzida (GSH) e espécies reativas de oxigênio (EROs) em blastocistos 
maturados e fecundados em alta e baixa tensão de oxigênio. As barras do gráfico 
representam as médias e as barras de erros representam o erro padrão da média. 
Letras diferentes (a, b, c, d) nas barras indicam diferença (p<0,05) pelo teste de 
Kruskal-Wallis. 

 

6.5 Experimento V: Efeito da tensão de oxigênio nos níveis globais de metilação 
do DNA e marcas de histonas específicas em blastocistos 
 

Foi realizado procedimento de imunofluorescência para detecção das marcas 

epigenéticas H3K9me2 e H3K9me3. Quando houve interação entre os fatores MIV e 

FIV, as médias de intensidade de fluorescência para as marcas H3K9me2 e H3K9me3 
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foram significativamente afetadas pela influência da tensão de O2. Ambas se 

comportaram de maneira semelhante, foram encontradas concentrações maiores de 

H3K9me2 em embriões maturados e fecundados em baixa tensão de oxigênio (M5F5) 

e em embriões maturados e fecundados em alta tensão de O2 (M20F20), em relação 

aos grupos M5F20 e M20F5 (p<0.05). Da mesma forma, em níveis de H3K9me3 

analisados, a média da intensidade de fluorescência foi semelhante à marcação 

H3K9me2 (p<0.05) (Figura 12). 

 

 

Figura 12. Níveis de H3K9me2 e H3K9me3 em embriões maturados e fecundados em 
diferentes tensões de oxigênio (5% e 20%). (A) Fotomicrografias de confocal de 
blastocistos corados com anticorpo anti-H3K9me2 (verde) e anti-H3K9me3 
(vermelho). Todas as imagens foram tiradas na objetiva de 40x, no mesmo tempo de 
exposição para comparação dos níveis de intensidade de fluorescência. (B) 
Quantificação de H3K9me2 e H3K9me3 em embriões maturados e fecundados em 
alta e baixa tensão de oxigênio. As barras do gráfico representam as médias e as 
barras de erros representam o erro padrão da média. Letras diferentes (a, b, c, d) nas 
barras indicam diferença significativa (p< 0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis. 
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 Analisando os efeitos da tensão de oxigênio na MIV e FIV, as médias das 

intensidades de fluorescência encontradas para a marcação da histona H3K9me2 dos 

grupos de embriões maturados em alta (M20) (137.52±2.41) ou baixa (M5) 

(139.41±3.77) tensão de O2, não diferiram entre si (p=0.6495). Já blastocistos que 

foram fecundados em alta tensão de oxigênio (F20) (142.33±2.67) diferiram nesta 

mesma marcação, de embriões fecundados em baixa tensão de O2 (F5) (132.78±3.22) 

(p=0.0125). Na análise da marcação de histona H3K9me3, os grupos de blastocistos 

maturados em alta (M20) (111.03±1.59) ou baixa (M5) (110.87±2.41) tensão de O2, 

não diferiram entre si (p=0.5217). Blastocistos fecundados em alta tensão de oxigênio 

(F20) (113.04±1.68) diferiram, nesta mesma marcação, dos fecundados em baixa 

tensão de O2 (108.24±2.18) (p=0.0247). 

Foi realizado procedimento de imunofluorescência para detecção dos níveis 

globais de metilação e hidroximetilação do DNA. Na análise da interação entre os 

fatores, as médias de intensidade de fluorescência para as marcas epigenéticas 5mC 

e 5hmC se comportaram de maneira divergente. Foram encontradas concentrações 

maiores de 5mC em embriões maturados em baixa tensão de oxigênio e fecundados 

em alta tensão de oxigênio (M5F20) e em embriões maturados e fecundados em baixa 

tensão de O2 (M5F5), em relação aos grupos M20F5 e M20F20 (p<0.05). 

Diferentemente, nos níveis de 5hmC analisados, a média da intensidade de 

fluorescência foi superior em embriões maturados em alta tensão de oxigênio e 

fecundados em baixa tensão de oxigênio (M20F5) e em embriões maturados e 

fecundados em baixa tensão de O2 (M5F5) comparado aos grupos M5F20 e M20F20 

(p=0.03838) (Figura 13). 
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Figura 13. Níveis de 5mC e 5hmC em embriões maturados e fecundados em 
diferentes tensões de oxigênio (5% e 20%). (A) Fotomicrografias de confocal de 
blastocistos corados com anticorpo anti-5mC (verde) e anti-5hmC (vermelho). Todas 
as imagens foram tiradas na objetiva de 40x, no mesmo tempo de exposição para 
comparação dos níveis de intensidade de fluorescência. (B) Quantificação de 5mC e 
5hmC em embriões maturados e fecundados em alta e baixa tensão de oxigênio. As 
barras do gráfico representam as médias e as barras de erros representam o erro 
padrão da média. Letras diferentes (a, b, c, d) nas barras indicam diferença 
significativa (p< 0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis. 

 

Na análise dos efeitos da tensão de oxigênio na MIV e FIV, as médias das 

intensidades de fluorescência encontradas para a marcação 5mC dos grupos de 

embriões maturados em baixa (M5) tensão de O2 (80566.08±1861.99), diferiram de 

embriões maturados em alta tensão (M20) (45909.97±1618.80), (p<0.05). Já 

blastocistos que foram fecundados em alta tensão de oxigênio (F20) 

(67236.60±1874.48) não diferiram nesta mesma marcação, de embriões fecundados 
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em baixa tensão de O2 (F5) (63322.19±2081.61) (p=0.9628). Na análise da marcação 

5hmC, os grupos de blastocistos maturados em baixa (M5) tensão de O2 

(40635.44±1687.86) diferiram de blastocistos maturados em alta tensão (M20) 

(38131.22±2180.10) (p=0.0252). Blastocistos fecundados em baixa tensão de 

oxigênio (F5) (47180.30±2295.35) diferiram, nesta mesma marcação, dos fecundados 

em alta tensão de O2 (32814.22±1453.39) (p<0.05). 

 

7. DISCUSSÃO 

 

 A PIVE fornece uma excelente fonte de grande interesse econômico para a 

aplicação de biotecnologias, na pecuária bovina. Nos últimos anos, a produção de 

embriões in vitro cresceu significativamente, mas as taxas de desenvolvimento para o 

estágio de blastocisto continuam baixas (~30 a 40%) (Bermejo-Álvarez et al, 2010). 

Esses valores são principalmente devido à incapacidade de replicar o ambiente in vivo 

em condições laboratoriais. A tensão de oxigênio atmosférico, a manipulação de 

gametas e embriões e o meio de cultivo, alguns dos limites impostos pelo próprio 

sistema in vitro, muitas vezes são ignorados em nome da economia e facilidade (Del 

Collado et al., 2017). Ainda não foi elucidada qual a significante influência da tensão 

de oxigênio nas fases iniciais da PIVE e as possíveis conseqüências do estresse 

oxidativo no remodelamento epigenético de oócitos e embriões bovinos. Para isso, foi 

necessário determinar as condições ideais de tensão de oxigênio que podem variar 

entre a MIV e a FIV, através de 5 experimentos. Este trabalho foi um dos poucos a 

abordar o papel da tensão de oxigênio durante as etapas de maturação e fecundação 

in vitro.  

Nos resultados encontrados deste estudo, oócitos maturados em alta tensão 

de O2 geram maior concentração de espécies reativas de oxigênio e glutationa 

reduzida e células do cumulus de oócitos submetidos a mesma tensão de oxigênio na 

MIV, apresentaram níveis de transcritos maiores para o gene SOD1 relacionado a via 

de resposta ao estresse oxidativo celular. Foi constatado que, zigotos que são 

expostos a um ambiente de baixa tensão de O2 na FIV não resultam em maior taxa 

de polispermia. Na avaliação da taxa de desenvolvimento, o grupo M20F20 
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apresentou uma maior quantidade de blastocistos em relação aos grupos M20F5, 

M5F5 e M5F20. Os padrões de expressão dos transcritos de embriões maturados em 

baixa tensão de oxigênio foram diferencialmente expressos, sendo relacionados a via 

de resposta ao estresse oxidativo (NRF2, SOD1, SOD2) e remodelamento epigenético 

(KDM5A e TET1). Na avaliação do estresse oxidativo nos embriões, os grupos 

M20F20 e M5F5 apresentaram níveis superiores de GSH em relação aos grupos 

M20F5 e M5F20. O grupo de embriões M20F20 e M5F5 apresentaram níveis 

intracelulares de EROs menores que os grupos M20F5 e M5F20. Houve interação 

entre os fatores e as médias de intensidade de fluorescência para as marcas 

H3K9me2 e H3K9me3 foram significativamente afetadas pelas diferentes tensões de 

O2. Ambas as marcas se comportaram de maneira semelhante, sendo encontrados 

níveis maiores de H3K9me2 em embriões maturados e fecundados em baixa tensão 

de oxigênio e em embriões maturados e fecundados em alta tensão de O2, em relação 

aos outros grupos. 

O Experimento I investigou o efeito da tensão de oxigênio na maturação in vitro 

por meio da quantificação do nível intracelular de EROs e GSH em oócitos, e avaliação 

de transcritos relacionados a resposta ao estresse oxidativo e modeladores 

epigenéticos, em oócitos e células do cumulus. As concentrações intracelulares de 

EROs e GSH demonstraram que, oócitos que são expostos a um ambiente de alta 

tensão de O2 na maturação in vitro, geram maiores quantidades de espécies reativas 

de oxigênio e glutationa reduzida. Nossos resultados estão parcialmente de acordo 

com os de Hashimoto et al., (2000) e Hashimoto, (2009), pois eles encontraram um 

efeito prejudicial da tensão de oxigênio atmosférica aos oócitos bovinos, devido a 

maior quantidade de peróxido de hidrogênio, um tipo de espécie reativa de oxigênio. 

Segundo Del Collado et al., (2017), os níveis de EROs e GSH em oócitos maturados 

in vivo são superiores à oócitos maturados in vitro em atmosfera de 20% de O2. A 

interação entre as diferentes concentrações de oxigênio e os vários fatores que afetam 

a dinâmica na maturação in vitro tem sido estudadas (Hashimoto et al., 2000; Marques 

et al., 2012; Kind et al., 2015). Maior quantidade de GSH intracelular fornece à oócitos 

maturados in vitro grandes reservas disponíveis para proteção do embrião até o 

estágio de blastocisto (De Matos et al., 1996), obtendo-se eficiência na produção de 

blastocistos in vitro a partir de oócitos imaturos (Telford et al., 1990). Danos oxidativos 
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à oócitos são mais prováveis sob condições in vitro devido à exposição a 

concentrações mais altas de oxigênio do que a que ocorre in vivo (Agarwal, 2008). As 

EROs têm sido associadas a numerosos processos biológicos quando são produzidas 

em níveis corretos e podem exercer efeitos prejudiciais quando estão em excesso (Al-

Gubory et al., 2010). De acordo com os trabalhos mencionados a cima, a 

concentração de GSH encontrada neste experimento se mostrou positivo em relação 

a produção de embriões, pois quando os oócitos foram mantidos em alta tensão de 

oxigênio na MIV, foi encontrada uma maior produção. 

Nossos resultados mostraram que em células do cumulus houve um aumento 

de expressão da enzima antioxidante SOD1, em alta tensão de oxigênio. Isto sugere 

que o estresse oxidativo induzido pelo excesso de EROs leva a alterações na 

regulação desses genes, aparentemente compensadas por meio de um aumento da 

concentração intracelular de GSH. Segundo Harvey e colaboradores (1995), a enzima 

SOD1 realiza a reação de dismutase através do processo de catálise para remoção 

das espécies reativas ao oxigênio. A baixa tensão de oxigênio durante a MIV de 

oócitos altera a expressão de genes relacionados a competência oocitária e 

metabolismo da glicose (Bermejo-Álvarez et al., 2010). Sabe-se que um aumento na 

tensão de oxigênio pode efetivamente aumentar a produção de EROs, podendo ser 

correlacionado com um aumento no nível de transcrição de genes relacionados ao 

estresse oxidativo em embriões bovinos (Wrenzycki et al., 2001; Rinaudo et al., 2006; 

Corrêa et al., 2008; Arias et al., 2012).  

Quando a etapa de maturação in vitro dos oócitos foi avaliada, oócitos 

maturados em alta tensão de oxigênio não diferiram na análise de metáfase II de 

maturados em baixo O2. Segundo Mingoti e colaboradores, (2011) a alta tensão de 

oxigênio durante a MIV pode melhorar as taxas de oócitos que atingem metáfase II, 

pois reduzir a tensão de oxigênio durante a MIV pode causar um atraso na maturação 

(Mingoti et al., 2009). O mesmo foi encontrado por Pinyopummintr e Bavister, (1995), 

reduzindo o oxigênio, a proporção de oócitos que atingem MII diminui drasticamente. 

Alguns estudos demonstram que em camundongos, a atmosfera de 5% de O2 na MIV 

não alterou a capacidade de desenvolvimento dos oócitos (Adam et al., 2004). Com 

base em dados metabólicos de oócitos desnudados, Clark e colaboradores. (2006) 

propuseram um modelo de difusão do oxigênio através de complexos cumulus-oócito 
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de murinos e bovinos, o modelo constatou que pouco oxigênio é consumido pelas 

células do cumulus, sobrando à maioria do oxigênio disponível para o oócito efetuar a 

síntese de ATP pela via de fosforilação oxidativa. Estes autores concluíram que as 

condições de oxigênio para a maturação in vitro devem ser similares àquelas 

observadas in vivo.  

No Experimento II observou-se o efeito da tensão de oxigênio na fecundação 

in vitro, através da avaliação da taxa de fecundação de zigotos expostos a um 

ambiente de alta ou baixa tensão de O2 na MIV e fecundação in vitro. Segundo 

Hashimoto (2000), sob MIV e FIV em alta tensão de oxigênio, uma maior taxa de 

polispermia é encontrada quando adiciona-se 20 mM de glicose em meio SOFaa na 

maturação in vitro. Por meio dos dados obtidos neste experimento, foi constatado que 

zigotos que são expostos a um ambiente de baixa tensão de O2 na FIV, não resultam 

em maior taxa de polispermia. 

Neste estudo a condição ideal de tensão de oxigênio utilizada na fecundação 

in vitro foi a alta concentração de oxigênio, por resultar em maior taxa de clivagem e 

blastocistos, resultados encontrados no experimento III. A importância da baixa tensão 

de oxigênio durante a fecundação in vitro tem sido abordada em alguns estudos, 

podendo ser benéfico (Lazzari et al., 1998; Takahashi e Kanagawa, 1998; Galli et al., 

2001; Yuan et al., 2003; Leivas, 2006; Arias et al., 2012; Bontekoe et al., 2012; Wale 

e Gardner, 2016) ou prejudicial (Pinyopummintr e Bavister, 1995, Bermejo-Álvarez et 

al, 2010). 

As conseqüências das modificações realizadas na FIV levantam questões 

importantes, não completamente resolvidas. A implantação da fecundação in vitro 

(FIV) em animais e humanos implica em decisiva mudança no ambiente onde ocorre 

o início de um novo organismo (Gluckman et al., 2004). Durante esta fase, ocorre 

grande reprogramação epigenética, sendo crucial para o destino do embrião (Simon 

e Keith, 2008). Segundo Ventura-Juncá et al., (2015) essa reprogramação epigenética 

é muito vulnerável a mudanças nas condições ambientais, como as implícitas na 

fecundação in vitro (luz, temperatura, tensão de oxigênio, nutrição, cultivo in vitro). Na 

análise do efeito da tensão de oxigênio nas marcas epigenéticas H3K9me2 e 

H3K9me3 em embriões bovinos, a alta tensão de oxigênio na FIV apresentou níveis 
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superiores em ambas as marcações. Sabe-se que, um aumento nos níveis dessas 

marcas significa anormalidade na reprogramação nuclear, no entanto, embriões 

produzidos in vivo poderiam servir de melhor parâmetro para avaliação da qualidade 

embrionária. 

No experimento III analisou-se o efeito das diferentes concentrações de 

oxigênio na maturação e fecundação in vitro e sua influência no desenvolvimento 

embrionário. Os principais resultados encontrados neste experimento sugeriram que, 

a alta tensão de oxigênio na maturação in vitro apresentou um efeito benéfico nas 

taxas do desenvolvimento embrionário. Nossos resultados estão de acordo com os 

estudos de Castro e Paula; Hansen (2007), Pinyopummintr e Bavister (1995), Watson 

et al., (2000), as taxas de clivagem e blastocisto foram superiores em oócitos expostos 

a um ambiente de alta tensão de oxigênio na maturação in vitro. Entretanto, os 

resultados de Kruip et al., (2000); Hashimoto et al., (2000); (2009), Miller; Rorie, 

(2000); Bermejo-Álvarez et al, (2010), demonstraram que, a taxa de clivagem e 

blastocisto, foram maiores em oócitos maturados em 5% de O2, em bovinos. Adam et 

al., (2004), encontrou o mesmo resultado em camundongos. Alguns estudos 

demonstraram o efeito da redução da concentração de oxigênio (5%) no 

desenvolvimento de embriões de ovelhas (Wright et al., 1976; Betterbed e Wright, 

1985), este trabalho é similar as observações originais de Tervit et al. (1972), que uma 

concentração de oxigênio em torno de 5-10% seria ideal para o desenvolvimento de 

embriões ovinos e bovinos in vitro. A PIVE se desvia das condições in vivo em muitos 

aspectos, mas um dos fatores críticos que geralmente não são considerados é a 

tensão de oxigênio sob a qual os gametas e embriões são mantidos. Neste trabalho a 

tensão de oxigênio que se apresentou benéfica, em termos de maior produção de 

blastocistos, foi a alta tensão de O2. 

Sabe-se que o ambiente artificial proporcionado pelas ARTs tem sido 

relacionado com a alta frequência de desordens epigenéticas, tanto em humanos 

(Amor e Halliday, 2008) quanto em animais (Young et al., 1998). Modificações 

epigenéticas podem alter padrões de expressão gênica em embriões, podendo causar 

variações na metilação do DNA (Wrenzycki e Niemann, 2003). A influência da 

atmosfera gasosa sobre o epigenoma tem ganhado especial atenção recentemente.  
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A concentração de O2 é responsável por controlar processos metabólicos 

fundamentais para o desenvolvimento embrionário (Harvey, 2007). Segundo Bomfim 

et al., (2017) embriões produzidos in vitro em baixa concentração de oxigênio podem 

ser considerados similares aos produzidos in vivo. No presente trabalho, uma vez que 

os níveis de metilação do DNA de embriões maturados, fecundados e cultivos em 

baixa tensão de O2 estavam alterados, esperou-se encontrar alterações na expressão 

dos transcritos. Os padrões de expressão dos genes revelaram que os remodeladores 

epigenéticos, KDM5A e TET1, são mais expressos em embriões que permanecem em 

baixa tensão de oxigênio na MIV. Apesar de estudos anteriores demonstrarem que 

um aumento na concentração de O2 no cultivo embrionário, pode estar relacionado a 

reprogramação epigenética anormal em embriões na espécie bovina (He et al., 2012; 

Mioranza, 2014; Gaspar et al., 2015; Bomfim et al., 2017), nosso trabalho evidenciou 

que uma diminuição da concentração de oxigênio na MIV também pode estar 

correlacionada com esta anormalidade. Interessantemente, Bermejo-Álvarez e 

colaboradores, (2010) avaliaram o efeito de duas concentrações de oxigênio (20 e 

5%) durante a maturação in vitro, no desenvolvimento embrionário de oócitos bovinos 

e observou que a baixa tensão de O2 pode ter um efeito benéfico durante a MIV nas 

taxas de desenvolvimento e alterar a expressão de genes relacionados à competência 

do oócito e ao metabolismo da glicose. Diferentemente deste estudo, Yamanaka et 

al., (2011) não encontraram diferença no padrão de metilação entre embriões 

produzidos in vitro sob baixa tensão de O2 e embriões in vivo. Segundo Melvin e 

Rocha, (2012) existe uma regulação indireta das desmetilases pelo oxigênio, via 

regulação transcricional, entre elas a KDM5A pode ser induzida por baixas 

concentrações de oxigênio nos níveis de RNAm. Segundo os resultados no nosso 

estudo, uma maior expressão do transcrito KDM5A em embriões maturados em baixa 

tensão de oxigênio pode ter sido encontrada devido maior bi/trimetilação das histonas, 

que também foram encontradas nestes embriões. Segundo Lamadema et al., (2019) 

os níveis de expressão das diferentes TETs encontradas, mostram distintos padrões 

de sensibilidade perante diferentes níveis de baixa concentração de oxigênio. 

Segundo este trabalho, uma diminuição na disponibilidade de oxigênio na MIV pode 

elevar a desmetilação no DNA através de maiores níveis de transcritos do gene TET2, 

concordando com o resultado encontrado do experimento V, de uma maior metilação 
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no DNA de embriões maturados em baixo O2. Nos dados da análise de expressão não 

foi observada diferença no padrão dos transcritos durante a fecundação in vitro. Os 

resultados do nosso estudo, portanto, corroboram com a hipótese que diferentes 

concentrações de oxigênio durante a maturação e a fecundação in vitro modulam a 

transcrição de genes envolvidos no estresse oxidativo e modeladores epigenéticos 

em embriões bovinos. Além disso, o estresse oxidativo gerado nos embriões exerceu 

efeito sobre os níveis globais de metilação do DNA e marcas de histonas.   

Blastocistos submetidos a baixa tensão de oxigênio na maturação in vitro 

mostraram níveis de transcritos maiores para os genes NRF2, SOD1 e SOD2 

comparado àqueles com alta tensão de O2 nesta etapa. Segundo Del Collado, (2017) 

uma das mais importantes vias antioxidantes é ativada pelo fator de transcrição NRF2. 

Segundo Amin et al., (2014) este fator pode ser associado a sobrevivência e melhor 

competência para o desenvolvimento de embriões cultivados sobre condições de 

estresse oxidativo. Devido isto, os resultados aqui apresentados indicam que 

embriões maturados em baixa tensão de oxigênio apresentam aumento no estresse 

celular e consequentemente maior atividade das vias de respostra ao estresse 

oxidativo. Diferentemente do que foi descrito por Corrêa (2009), em que um aumento 

da concentração intracelular de EROs acompanhado de uma diminuição da enzima 

SOD estão diretamente ligados ao aumento da morte celular, neste estudo foi 

encontrado menor nível de EROs em embriões bovinos maturados e fecundados em 

baixa tensão de oxigênio e maiores níveis de transcritos dos genes SOD1 e SOD2, 

nestes embriões. Entretanto, futuras analises de apopotose poderão evidenciar se 

esses embriões maturados e fecundados em baixa tensão de O2 apresentariam maior 

ou menor apoptose celular. 

 No experimento IV analisou-se o efeito da tensão de oxigênio no nível 

intracelular de EROs e GSH em blastocistos bovinos. Os resultados dos níveis 

intracelulares de EROs demonstraram que, na interação entre os fatores MIV e FIV, 

este experimento identificou níveis intracelulares de EROs menores em embriões dos 

grupos M20F20 M5F5, diferindo de M20F5 e M5F20, que tiveram maior acúmulo de 

EROs. Não foram encontrados na literatura estudos que avaliaram os níveis de EROs 

em blastocistos maturados e fecundados em alta e baixa tensão de oxigênio, como 

neste trabalho. Nossos resultados estão parcialmente de acordo com o estudo de 
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Bonfim (2017), neste estudo foram maturados e fecundados oócitos em alta tensão 

de oxigênio e os embriões cultivados em baixo e alto O2, um cultivo embrionário em 

baixa concentração de oxigênio resultou em um menor nível de EROs. Alguns 

trabalhos reportaram que, o estresse oxidativo induzido por EROs pode promover 

efeitos prejudiciais durante a PIVE (Khurana e Niemann, 2000; Liu e Keefe, 2000; 

Guerin et al., 2001; Harvey et al., 2004; Agarwal e Said, 2005; Agarwal et al., 2005, 

2008), associando o nível de estresse com a presença de EROs. Um excesso de 

EROs pode acarretar em atraso no desenvolvimento embrionário e uma baixa 

qualidade dos embriões (Crocomo et al., 2012; Amin et al., 2014). Em sistemas que 

utilizam baixa tensão de oxigênio, as células podem não ter oxigênio suficiente para 

geração de energia, o que pode causar um desequilíbrio na produção de EROs e nas 

defesas antioxidantes (Silva et al., 2011). A geração de EROs nas células e as futuras 

consequências biológicas dependem do contexto e concentração destes (Samanta e 

Semenza, 2017). Os dados aqui apresentados confirmam a hipótese de que, 

diferentes tensões de oxigênio no início da PIVE é capaz de gerar uma condição de 

estresse oxidativo e elevar os níveis de EROs intracelular em embriões bovinos. 

Os níveis intracelulares de glutationa reduzida (GSH) apresentaram-se superiores 

em blastocistos que foram maturados e fecundados em alta (M20F20) e baixa (M5F5) 

tensão de oxigênio. Os resultados dos níveis intracelulares de GSH de embriões que 

foram maturados e fecundados em alta (M20F20) e baixa tensão de oxigênio (M5F5) 

estão em concordância com as observações feitas por Samanta e Semenza, (2017), 

de que as células do metabolismo oxidativo são alteradas para o glicolítico através de 

fatores induzíveis por hipóxia, reduzindo a geração de superóxido mitocondrial e 

aumentando a síntese de NADPH e glutationa, com intenção de conservar a 

homeostase redox em condições hipóxicas. Os níveis intracelulares de EROs e GSH 

encontrados em embriões bovinos dos grupos M20F20 e M5F5 se complementam 

pois observa-se que, quando houve um aumento de GSH nestes dois grupos, houve 

uma diminuição nas espécies reativas de oxigênio nos mesmos. Nos estudos de 

Inoue, (2003) e Aitken et al., (2004), relataram que as EROs diminuem os níveis de 

GSH, resultando em apoptose celular. Inúmeros fatores celulares extrínsecos e 

intrínsecos controlam o processo de apoptose. Espécies reativas de oxigênio também 

podem iniciar uma cadeia de reações que levam à morte celular programada (Agarwal, 



45 
 

 

2004). Concentrações aumentadas de H2O2 em embriões fragmentados foram 

associadas a altos níveis de morte celular (Yang et al., 1998). Segundo Kitagawa et 

al., (2004) encontraram uma quantidade reduzida de peroxido de hidrogênio (EROs) 

em embriões porcinos que foram cultivados sob 5% de oxigênio, associado a uma 

redução na fragmentação do DNA. Quando há um desequilíbrio entre 

EROs/antioxidantes, pode ocorrer apoptose e danificar os tecidos (Aitken e Baker, 

2006). Pode-se concluir através dos resultados obtidos no experimento IV que, utilizar 

somente alta ou baixa tensão de oxigênio na MIV e FIV gera uma condição de estresse 

oxidativo em embriões, por meio de um aumento das EROs e diminuição de GSH.  

Com objetivo de avaliar o efeito das diferentes tensões de oxigênio nos níveis globais 

de metilação do DNA e marcas de histonas específicas, no V experimento, os 

blastocistos foram analisados por imunofluorescência para detecção de 5mC, 5hmC, 

H3K9me2/3. Na marcação das histonas, os resultados relataram hipermetilação em 

ambas as marcações de embriões maturados e fecundados em baixa tensão de 

oxigênio (M5F5) e maturados e fecundados em alta tensão de O2 (M20F20), em 

relação aos grupos M5F20 e M20F5. Gaspar et al., (2015) relataram um aumento nas 

marcações epigenéticas H3k9me2/H3K4me2, sendo superiores em embriões 

maturados/fecundados/cultivados em alta tensão de oxigênio, corroborando com o 

resultado encontrado neste estudo, de uma maior bi / tri metilação na lisina 9 da 

histona H3 do grupo de alta tensão de oxigênio na MIV e FIV (M20F20). O estudo de 

Santos et al., (2003) evidenciaram que a metilação da H3K9 é reprogramada 

paralelamente a metilação do DNA, em embriões FIV. Nossos dados estão 

parcialmente de acordo com este estudo, pois foi encontrada maior bi/trimetilação da 

H3K9 e metilação do DNA em embriões maturados e fecundados em baixa tensão de 

oxigênio. Segundo Wu e colaboradores, (2011), existe uma reprogramação 

epigenética severamente deficiente em embriões clone, comparado a embriões 

fecundados in vitro, devido a altos níveis de metilação e desmetilação anormal no DNA 

serem observados durante o período de pré-implantação embrionária.  

A hipermetilação global de H3K9me3 e H3K9me2 também foi observada em 

suínos (Cao et al., 2015; Huang et al., 2016).  Segundo Liu et al., (2018) duas 

demetilases da H3K9, a KDM4D e KDM4E, estão relacionadas à desmetilação ativa 

de H3K9me3 / 2 em embriões fecundados in vitro; a KDM4E pode funcionar tanto 
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como um regulador epigenético crucial da EGA, como um fator defeituoso interno 

responsável por barreiras H3K9me3/2 que são persistentes à reprogramação. 

Os fatores ambientais ao qual o embrião é exposto durante o período de pré-

implantação são críticos para um desenvolvimento embrionário adequado (Salilew-

Wondim et al., 2015), tanto para o embrião in vivo quanto para a in vitro (Abe et al., 

2002; Nedambale et al., 2004). Nossos resultados indicaram que, as alterações nos 

mecanismos de remodelação indicam que a baixa tensão de oxigênio é capaz de 

interferir na reprogramação epigenética por meio da modulação da expressão de 

transcritos relacionados aos processos de metilação das histonas (KDM5A) e do DNA 

(TET1) durante o desenvolvimento do embrião bovino. 

 Observando a outra análise epigenética deste experimento, a interação dos 

fatores curiosamente demonstrou por meio dos níveis globais de metilação do DNA, 

maior metilação em embriões produzidos em baixa tensão de oxigênio, comparado a 

alta tensão. Na análise dos efeitos desta marcação, embriões maturados em baixa 

tensão de O2 também apresentaram uma maior metilação do que embriões maturados 

em alta tensão. Nossos resultados estão em concordância com o estudo de 

Bennemann et al., (2018), pois encontraram uma maior metilação no DNA de 

pronúcleos maternos de zigotos produzidos a partir de oócitos maturados sob 5% de 

O2, indicando uma falha na competência da reprogramação desses oócitos. O 

potencial remodelamento epigenetico condicionado no processo de maturação, pode 

não ser completamente alcançado em condições anormais no ambiente celular, 

afetando a competência funcional oocitária e o futuro do embrião (Gioia et al., 2005). 

O resultado encontrado pode ser explicado através dos dados obtidos no experimento 

III, pois o desenvolvimento embrionário do grupo maturado e fecundado em baixa 

tensão de oxigênio (M5F5) foi menor, podendo ser causado através de um processo 

de desmetilação ineficiente que pode ocorrer durante o desenvolvimento de embriões 

de baixa qualidade embrionária, sendo apontada como uma das principais causas de 

erros epigenéticos na reprogramação nuclear de clones através da persistência da 

hipermetilação tanto do DNA quanto de histonas (Dean et al., 2001; Santos et al., 

2003). Em murinos também foi demonstrado que, uma clivagem in vitro rápida pode 

ter um processo anormal de metilação no DNA (Market Velker et al., 2012). No 

entanto, não foram detectadas diferenças na metilação global do DNA em oócitos de 
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humanos, após a vitrificação e subsequente maturação in vitro (Liu et al., 2017). A 

metilação global do DNA também mostrou ser estável durante o período de maturação 

de oócitos bovinos (Racedo et al., 2009). 

  Na análise da hidroximetilação do DNA (5hmC), os níveis foram superiores em 

embriões maturados em alta tensão de oxigênio e fecundados em baixa tensão de 

oxigênio (M20F5) e em embriões maturados e fecundados em baixa tensão de O2 

(M5F5) comparado aos grupos M5F20 e M20F20. Na análise dos efeitos desta 

marcação, blastocistos fecundados em baixa tensão de oxigênio (F5) possuíram 

maiores níveis de 5hmC, do que blastocistos fecundados em alta tensão de O2. Esses 

resultados podem ter alguma relação no processo de oxidação do espermatozoide no 

momento da fecundação in vitro. Em bovinos, o genoma paterno demonstrou ser 

rapidamente desmetilado após a fertilização in vitro e ICSI (Abdalla et al., 2009). 

Também foi relatada desmetilação no genoma zigótico paterno no processo de 

criopreservação de espermatozóides de camundongos (Jia et al., 2015) e em bovinos 

(Rahman et al., 2014). A hidroxilação do DNA, uma outra modificação na posição 5 

da citosina, tem ganhado destaque em estudos do desenvolvimento embrionário 

inicial. A 5-hidroximetilcitosina (5hmC) é encarregada da desmetilação ativa do 

genoma paterno durante a etapa de fecundação (Iqbal et al., 2011; Wossidlo et al., 

2011). A enzima responsável por esse processo de desmetilação que ocorre no 

genoma paterno é a TET 3, podendo estar relacionada aos eventos que ocorrem no 

núcleo somático (Gu et al., 2011).  

Muitas pesquisas evidenciam que os efeitos epigenéticos podem ser induzidos 

por procedimentos de ARTs (Kohda e Ishino, 2013). Pouco se sabe sobre as 

consequências da mudança de atmosfera gasosa durante as fases iniciais da 

produção in vitro de embriões e as possíveis consequências no remodelamento 

epigenético, com os resultados encontrados neste trabalho, eventualmente poderá 

obter-se uma melhor avaliação do impacto das técnicas usadas nas ARTs no 

epigenoma de bovinos. 
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8. CONCLUSÃO 

 

 Neste estudo foi possível concluir que a tensão atmosférica e baixa 

disponibilidade de oxigênio repercutem negativamente na primeira etapa da PIVE 

(MIV), através de uma maior concentração intracelular de EROs e GSH, relacionados 

ao estresse oxidativo. Estas alterações observadas são acompanhadas de alterações 

dos mRNAs de células do cumulus pois os níveis de transcritos do gene SOD1 foram 

superiores em células do cumulus de oócitos maturados em baixa tensão de oxigênio, 

gene relacionado a via de resposta ao estresse oxidativo celular. Verificou-se que 

zigotos que são expostos a um ambiente de baixa tensão de O2 na FIV, não resultam 

em uma maior taxa de polispermia, confirmando que a baixa tensão de oxigênio pode 

ser utilizada na FIV. Entretanto, a alta tensão de oxigênio na maturação e fecundação 

in vitro apresentou um efeito benéfico nas taxas do desenvolvimento embrionário 

enaquanto a baixa tensão influenciou a maturação in vitro de blastocistos através de 

níveis de transcritos maiores para os genes NRF2, SOD1, SOD2, TET1 e KDM5A. 

Foram observadas menores concentrações de EROs em embriões maturados e 

fecundados em alta tensão de O2 e maturados e fecundados em baixa tensão de 

oxigênio, e maiores quantidades de GSH nestes mesmos grupos. Na avaliação das 

marcas epigenéticas H3K9me2 e H3K9me3 em blastocistos bovinos, ambas se 

comportaram de maneira semelhante, sendo encontrados níveis superiores destas 

marcações em embriões do grupo M5F5 e M20F20, em relação aos grupos M5F20 e 

M20F5. Embriões maturados em baixa tensão de O2 apresentaram uma maior 

metilação no DNA comparado aos maturados em alta tensão.  

Os resultados encontrados foram importantes para estimular pesquisas sobre a 

real influência que as tecnologias de reprodução assistida (ARTs) podem ter nos 

gametas e no desenvolvimento embrionário, pois essas técnicas requerem grandes 

mudanças no ambiente. Estes resultados ressaltam a necessidade de maiores 

estudos para elucidar os motivos pelos quais oócitos e embriões produzidos in vitro 

sofrem por estresses celulares e modificações epigenéticas.  
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