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APRESENTAÇÃO
	
Ciência é uma palavra que vem do latim, “scientia”, que significa conhecimento. 

Basicamente, definimos ciência como todo conhecimento que é sistemático, que se 
baseia em um método organizado, que pode ser conquistado por meio de pesquisas. Já a 
tecnologia vem do grego, numa junção de “tecnos” (técnica, ofício, arte) e “logia” (estudo). 
Deste modo, enquanto a ciência se refere ao conhecimento, a tecnologia se refere às 
habilidades, técnicas e processos usados para produzir resultados.

A produção científica baseada no esforço comum de docentes e pesquisadores 
da área da saúde tem sido capaz de abrir novas fronteiras do conhecimento, gerando 
valor e também qualidade de vida. A ciência nos permite analisar o mundo ao redor e 
ver além, um individuo nascido hoje num país desenvolvido tem perspectiva de vida de 
mais de 80 anos e, mesmo nos países mais menos desenvolvidos, a expectativa de vida, 
atualmente, é de mais de 50 anos. Portanto, a ciência e a tecnologia são os fatores chave 
para explicar a redução da mortalidade por várias doenças, como as infecciosas, o avanço 
nos processos de diagnóstico, testes rápidos e mais específicos como os moleculares 
baseados em DNA, possibilidades de tratamentos específicos com medicamentos mais 
eficazes, desenvolvimento de vacinas e o consequente aumento da longevidade dos seres 
humanos.

Ciência e tecnologia são dois fatores que, inegavelmente, estão presentes nas 
nossas rotinas e associados nos direcionam principalmente para a resolução de problemas 
relacionados à saúde da população. Com a pandemia do Coronavírus, os novos métodos 
e as possibilidades que até então ainda estavam armazenadas em laboratórios chegaram 
ao conhecimento da sociedade evidenciando a importância de investimentos na área e 
consequentemente as pessoas viram na prática a importância da ciência e da tecnologia 
para o bem estar da comunidade.

Partindo deste princípio, essa nova proposta literária construída inicialmente de 
quatro volumes, propõe oferecer ao leitor material de qualidade fundamentado na premissa 
que compõe o título da obra, isto é, a busca de mecanismos científicos e tecnológicos que 
conduzam o reestabelecimento da saúde nos indivíduos.

Finalmente destacamos que a disponibilização destes dados através de uma 
literatura, rigorosamente avaliada, fundamenta a importância de uma comunicação sólida e 
relevante na área da saúde, assim a obra “Medicina: A ciência e a tecnologia em busca da 
cura - volume 2” proporcionará ao leitor dados e conceitos fundamentados e desenvolvidos 
em diversas partes do território nacional de maneira concisa e didática.  

Desejo uma ótima leitura a todos!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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ESTUDO COMPARATIVO DAS TAXAS DE 
DESENVOLVIMENTO E QUALIDADE DE 

BLASTOCISTOS CULTIVADOS EM INCUBADORAS 
VERTICAIS DE BAIXA TENSÃO DE OXIGÊNIO E 

TENSÃO ATMOSFÉRICA
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RESUMO: Comparar se existe diferença na 
taxa de desenvolvimento de blastocistos e na 
proporção de blastocistos de boa qualidade em 
embriões cultivados em incubadoras verticais 
com tensão de oxigênio (5%) e atmosférico 
(20%) respectivamente. Casos de 120 pacientes 
foram analisados. Após os procedimentos de 
injeção intracitoplasmática do espermatozoide 
no óvulo, asamostras retornavam para cultivo em 
incubadora com tensão de oxigênio ambiental. 
Com cerca de 72 horas de cultivo as amostras 
passavam por troca de meio de cultura e eram 

divididas para cultivo prolongado (até 120h) em 
incubadoras verticais com diferentes tensões de 
oxigênio. Metade das amostras seguiu em cultivo 
usando uma fase gasosa contendo oxigênio 
atmosférica (20%) e a outra metade em cultivo 
contendo oxigênio reduzido (5%). No dia 5 de 
desenvolvimento foi verificado quantos embriões 
de cada incubadora chegaram ao estágio de 
desenvolvimento de blastocisto e qual a proporção 
de blastocistos de boa qualidade. Nesse estudo 
não foi detectada diferença significativa da taxa 
de desenvolvimento de blastocisto e nem da 
proporção de blastocistos de boa qualidade 
entre as incubadoras verticais com diferentes 
tensões de oxigênio. A não diferença nas taxas 
pesquisadas entre as incubadoras verticais 
de tensões diferentes oxigênio pode estar 
relacionada à incapacidade dessas incubadoras 
maiores recuperarem rapidamente a estabilidade 
durante o uso, mostrando insatisfatória para a 
finalidade a qual se propõe, dessa forma , faz-
se necessário considerar fatores tanto técnicos 
quanto práticos  ao selecionar um incubadora, 
já que decisão de usar concentração baixa de 
O2 em cultivos embrionários implica mudanças 
necessárias nas práticas de laboratório com 
importantes repercussões econômicas e 
nos casos dos sistemas de baixa tensão os 
equipamentos verticais não se mostraram 
satisfatório em nosso estudo não trazendo 
benefício ou melhoras significativas de taxas que 
justificassem os impactos econômicos.
PALAVRAS-CHAVE: Tensão de oxigênio; 
Incubadora Trigas; Cultivo Embrionário.
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COMPARATIVE STUDY OF DEVELOPMENT RATES AND QUALITY OF 
BLASTOCYST CULTIVATED IN VERTICAL INCUBATORS OF LOW OXYGEN 

AND ATMOSPHERIC VOLTAGE
ABSTRACT: To compare whether there is a difference in the rate of blastocyst development 
and in the proportion of good quality blastocysts in embryos cultured in vertical incubators with 
oxygen tension (5%) and atmospheric tension (20%), respectively. Cases from 120 patients 
were analyzed. After the procedures of intracytoplasmic sperm injection into the egg, the 
samples were returned for cultivation in an incubator with ambient oxygen tension. After about 
72 hours of culture, the samples underwent a change of culture medium and were divided for 
prolonged culture (up to 120 hours) in vertical incubators with different oxygen tensions. Half 
of the samples continued in culture using a gas phase containing atmospheric oxygen (20%) 
and the other half in culture containing reduced oxygen (5%). On day 5 of development, it was 
verified how many embryos from each incubator reached the blastocyst stage of development 
and the proportion of good quality blastocysts. In this study, no significant difference was 
detected in the blastocyst development rate or in the proportion of good quality blastocysts 
between the vertical incubators with different oxygen tensions. The non-difference in the 
researched rates between the vertical incubators of different oxygen tensions may be related 
to the inability of these larger incubators to quickly recover stability during use, showing 
unsatisfactory for the purpose for which it is proposed, thus, it is necessary to consider both 
technical and practical factors when selecting an incubator, since the decision to use a low 
concentration of O2 in embryo cultures implies necessary changes in laboratory practices 
with important economic repercussions and in the cases of low voltage systems, the vertical 
equipment was not satisfactory in our study did not bring benefits or significant improvements 
in rates that would justify the economic impacts.
KEYWORDS: Oxygen Tension; Wheat Incubator; Embryo Culture.

1 | 	INTRODUÇÃO  
As condições de cultivo embrionário durante os procedimentos de reprodução 

assistida são de grande importância para garantir a viabilidade embrionária e o sucesso da 
fertilização in vitro. Condições laboratoriassubótimas estão relacionadas à baixa qualidade 
e desenvolvimento embrionário (SWAIN et al., 2016). Fatores como pH, temperatura, 
osmolaridade (SWAIN, 2014), composição do meio de cultura, número de embriões 
cultivados por volume de meio e a atmosfera gasosa dentre inúmeros outros, tem reflexo 
direto nesse desenvolvimento in vitro (GARDNER; KELLEY, 2017).

Nos últimos anos muitos estudos têm procurado entender melhor o efeito negativo 
da concentração do oxigênio atmosférico (20%) na cultura do embrião, sendo demonstrado 
que a essa concentração em que os embriões são rotineiramente cultivados comprometeria 
inúmeros parâmetros, dentre eles a taxa de blastulação (GARDNER; KELLEY, 2017). O 
oxigênio atmosférico impõe efeitos negativos significativos à fisiologia molecular e celular 
do embrião e aumenta ainda mais a sua sensibilidade, o deixando mais vulnerável a outros 
agentes estressantes do laboratório (GARDNER, 2016).
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A atmosfera gasosa onde gametas e embriões são expostos durante a manipulação 
in vitro difere muito das condições in vivo que é tipicamente 2-8% no oviducto e útero, 
em diferentes espécies (FISCHER; BAVISTER, 1993), ou seja, muito menor comparada à 
tensão de O2 comumente utilizada nos laboratórios que é de 20% (OTTOSEN et al., 2006; 
MEINTJES et al., 2009). Essa alta concentração levaria a produção das espécies reativas 
de oxigênio (EROS) gerando o estresse oxidativo (GOTO et al., 1993; WANG et al., 2002). 

O estresse oxidativo ocorre quando há um desequilíbrio entre a formação e 
remoção de agentes oxidantes no organismo, decorrentes da geração de oxigênio 
(EROS) (ANDRADE et al., 2010), ou seja, a produção de EROS é superior à eficiência 
dos mecanismos endógenos protetores (WANG et al., 2002). As EROS podem se originar 
dentro dos gametas e embriões ou do ambiente onde estão localizados e a manipulação in 
vitro é uma situação que favorece a sua geração, por apresentar diversas variáveis, como 
luz alta e concentrações de oxigênio (GUERIN, EL MOUATASSIM; MENEZO, 2001).

Entres os efeitos nocivos das EROS aos embriões está o desenvolvimento 
embrionário interrompido ou retardado, redução da viabilidade embrionária (WANG 
et al., 2002; TROUNG et al., 2016) fragmentação embrionária e apoptose (KOVACIC; 
VLAISAVLJEVIC, 2008; YANG et al., 1998.) Alguns desses danos são consequências da 
peroxidação dos fosfolipídios da membrana e à alteração de grande parte dos tipos de 
moléculas celulares. 

Estudos em animais têm demonstrado que a cultura de embriões em baixas 
concentrações de O2 melhora o desenvolvimento embrionário in vitro e os resultados de 
gravidez quando comparado com culturas semelhantes nas concentrações atmosféricas 
de O2 (KARJA et al., 2004; LEONI et al., 2007). Em revisão, Wale e Gardner (2016) 
sugeriram que a cultura de embriões em baixas concentrações de oxigênio melhoram as 
taxas de sucesso de fertilização in vitro, levando ao aumento de nascidos vivos, sendo isso 
demonstrado em várias espécies (KARJA et al., 2004; YUAN et al., 2003; THOMPSON et 
al., 1990; KOVACIC; VLAISAVLJEVIC, 2008; KOVACIC; SAJKO; VLAISAVLJEVIC,  2010). 

Kovacice e Vlaisavljevic (2008) e Ciray et al. (2009) verificaram melhora na taxa 
de  blastulação, mostrando que a baixa concentração de oxigênio durante o período de 
cultura melhorou o rendimento total de blastocistos e a qualidade do embrião no dia 5. 
Dumoulin et al. (1999) não verificaram efeito adverso na fertilização ou estágios iniciais 
do desenvolvimento, mas observaram influência positiva na formação de um número 
maior de blastocistos. Meintjes et al. (2009) relataram um aumento de 30,7 a 42,9% para 
taxa de implantação e 42,6 a 57,4% para nascidos vivos, taxa em 20 e 5% de oxigênio, 
respectivamente. Resultado semelhante também foi visto por Catt e Henman (2000) que 
ainda mencionaram melhoras na taxa de gravidez e parto. Da mesma forma, Waldenstroëm 
et al. (2009) relataram um aumento de 10% na taxa de nascidos vivos.

Minimizar o estresse ambientalmente induzido na fertilização in vitro laboratório é 
crucial na criação de um sistema de cultura otimizado para o desenvolvimento embrionário 
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e para alcançar melhores resultados reprodutivo. O tipo de incubadora utilizado nesses 
procedimentos pode ter uma profunda relação sobre a recuperação de temperatura e 
concentração gasosa, com efeitos na qualidade do blastocisto humano (FUJIWARA et al., 
2007; SWAIN, 2014).

Os danos causados pelos radicais livres ao desenvolvimento embrionário in vitro 
pode ser pela redução dos níveis de O2 da incubadora (MEINTJES et al., 2009), entrando 
em cena as incubadoras trigas que vem ganhando destaque por melhorar as taxas 
reprodutivas por meio da redução da tensão de O2 e consequente estresse oxidativo.

Com os avanços tecnológicos, uma variedade de incubadoras são utilizadas para 
regular o ambiente interno e cada uma tem benefícios e desvantagens isso deve ser 
considerado ao selecionar uma unidade (SWAIN, 2014).

 

2 | 	OBJETIVO 
O objetivo desse trabalho foi avaliar, retrospectivamente, se houve diferença na taxa 

de desenvolvimento de blastocistos e na proporção de blastocistos de alta qualidadeem 
incubadoras verticais de baixa tensão de O2 (5%) e O2 atmosférico (20%).

  

3 | 	METODOLOGIA  
Um total de 120 casos foram analisados, com idade das pacientes variando entre 

25 a 45 anos. O critério de seleção foi ter acima de 6 óvulos fertilizados normais após 
a injeção intracitoplasmática do espermatozoide (ICSI) para podermos dividir a amostra 
entre as incubadoras. Os fatores de infertilidade femininos observados nesses casos foram 
endometriose, fator tubário, esterilidade sem causa aparente e falência ovariana com a 
utilização de doação de óvulos.

Os ovócitos colhidos foram lavados e mantidos em incubadora a 37°C, com atmosfera 
contendo 5% de CO2 e 20% de O2. Todos os casos foram fertilizados por ICSI por um único 
embriologista. Após o procedimento de ICSI, os ovócitos injetados retornavam para cultivo 
em incubadora com tensão O2 à 20%. A confirmação da fecundação foi verificada entre 
16 e 20 horas após a injeção. Os embriões com 2 pró-núcleos (PN) seguiram em cultivo, 
sendo mantidos em incubadora a 37°C, com atmosfera contendo 5% de CO2 e 20% de O2 
até o dia 3 pós-fertilização, quando então passaram por troca de meio de cultura e foram 
divididos para cultivo prolongado atéo dia 5 (D5) em incubadoras com diferentes tensões 
de O2. 

Metade das amostras seguiu cultivo usando uma fase gasosa contendo O2 
atmosférica (20%) e a outra metade para cultivo contendo O2 reduzido (5%). No D5 de 
desenvolvimento foram verificados quantos embriões de cada incubadora chegaram a 
blastocisto e qual a proporção de blastocistos de boa qualidade, para comparar o efeito de 
baixas concentrações de O2 (5%) com a concentração atmosférica (20%).
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A taxa de desenvolvimento de blastocistosfoi obtida pela a proporção de blastocistos 
em D5 (116 ± 2 horas após a inseminação), em função do número de oócitos fertilizados 
normal. A proporção de blastocistos de boa qualidade foi calculada a partir do número 
de blastocistos em grau “bom” ou mais alto em função do número total de blastocistos 
totais como definido no consenso de Istambul (ALPHA SCIENTISTS IN REPRODUCTIVE 
MEDICINE; ESHRE SPECIAL INTEREST GROUP OF EMBRYOLOGY, 2011). Para a 
classificação de blastocistos nos baseamos na (i) expansão do blastocele, (ii) na aparência 
do trofectoderme (TE) e (iii) aparência da massa celular interna (ICM) (GARDNER; 
SCHOOLCRAFT, 1999).

Os resultadosforam representados por média (± desvio padrão, DP) e os dois grupos 
foram comparados utilizando o teste t de Student para amostras independentes. Adotou-se 
o nível de significância de 0,05 (a = 5%). 

 

4 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO 
O percentual de embriões que evoluíram em cada incubadora para estágio de 

blastocisto em D5 estão representados na Figura 1. Dos 120 casos analisados, foi obtido 
um total de 520 blastocistos, destes, 268 estavam em incubadora com 5% de O2, atingindo 
uma taxa de desenvolvimento de 51%, enquanto que 252 blastocistos produzidos estavam 
em incubadora com 20% de O2, obtendo uma taxa de desenvolvimento de 48%. Nesse 
estudo não foram detectadas diferença significativa (P>0,05) na taxa de desenvolvimento 
de blastocisto ou na proporção de blastocistos de boa qualidade entre as incubadoras.

Figura 1 - Taxa de desenvolvimento de blastocistos e taxa de blastocistos de boa qualidade em 
incubadoras verticais com diferentes tensões de oxigênio.

Seria de esperar efeitos benéficos no desenvolvimento embrionário ao cultivar 
embriões em uma reduzida tensão de O2, porém, as taxas de blastocistos encontrados 
em nosso trabalho não diferiram entre as incubadoras com diferentes tensões de O2. Os 
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resultados obtidos nesse estudo, foram semelhantes aos de Kea et al. (2007) que não 
perceberam diferença significativa em embriões no dia 5 e concluíram que as diferenças 
nas concentrações de oxigênio não afetaria significativamente a formação de blastocisto 
apesar de ter observado melhora significativa na qualidade embrionária no dia 3 de 
desenvolvimento entre as fases gasosas.

Autores como Karagenc et al. (2004) e Kind et al. (2005) também relataram não existir 
diferença nas taxas de desenvolvimento de blastocistos quando o embrião pré-implantação 
foi exposto apenas à baixa concentração de oxigênio nos estágios pós-compactação. Já 
em relação a qualidade dos blastocistos, Kovacic, Sajko e Vlaisavljevic (2010) mostraram 
que apesar de terem encontrado uma maior proporção de embriões de boa qualidade, isso 
não foi significativo para ter melhores taxas de gravidez. 

Nosso estudo também ficou em concordância com Nannasy et al. (2010) que 
relataram que embriões humanos cultivados a uma concentração de 20% de oxigênio nos 
dias 1-2 e subsequentemente a 5% de oxigênio nos dias 3-5 não apresentaram melhores 
taxas de blastulação, implantação, ou gravidez  do que os embriões mantidos a 20% de 
oxigênio durante todo o tempo período (0-3 / 5 dias). Já Nastri et al. (2016), ao analisarem 
de vários estudos, mostraram não existir nenhuma evidência de diferença na fertilização, 
taxa de clivagem e formação de blastocistos para essas mesmas condições.

Em nosso estudo não foi perceptível a vantagem do sistema de baixa concentração 
de oxigênio na incubadora, discordando de muitos estudos que trazem esse benefício 
(CIRAY et al., 2009; GARDNER, 2016; MEINTJES et al., 2009). Para isso abordagens 
como distribuição de amostras de pacientes e fluxo de trabalho adequado foi aplicado para 
evitar o uso excessivo de qualquer incubadora, o que resultaria na sua incapacidade de 
manter um ambiente estável devido a repetidas aberturas.

De uma forma geral, as incubadoras para atingir uma baixa concentração de 
oxigênio, devem ter sensores para CO2 e O2, no entanto, as unidades comumente utilizadas 
possuem apenas sensores para CO 2, além disso, o nitrogênio é usado inicialmente para 
purgar O2 da incubadora de forma que o custo de fornecimento desses três gases é maior 
do que o de uma incubadora típica, porque cada vez que a incubadora é manuseada, ou 
seja, quando a porta é aberta, a atmosfera interior deve ser reequilibrada com uma injeção 
adicional de nitrogênio ou um mistura equilibrada de gases para manter as concentrações 
(SWAIN, 2014).

 Talvez uma opção melhor, fosse trocar as típicas grandes incubadoras verticais por 
unidades de baixo volume, por exemplo, incubadoras menores e de bancada que usam 
fluxo contínuo de gás e que fornecem recuperação mais rápida das variáveis, porém, não 
há clara vantagem de qualquer incubadora com base nos resultados clínicos (SWAIN, 
2014) o que nos leva a acreditar que mais ensaios clínicos são necessários.
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5 | 	CONCLUSÃO 
A decisão de usar concentração baixa de O2 em cultivos embrionários implica 

mudanças necessárias nas práticas de laboratório com importantes repercussões 
econômicas. Com os avanços tecnológicos, estão disponíveis no mercado vários tipos 
de incubadoras com esse sistema, mas são necessárias considerações cuidadosas para 
a compreensão das várias abordagens utilizadas por cada dispositivo para regular essa 
variável, além de considerarmos fatores técnicos e práticos incluindo o volume de trabalho, 
o fluxo de pacientes dentre outros, para otimizar a função da incubadora e podermos fazer 
a seleção do equipamento mais adequado.

Nosso estudo não mostrou diferença nas taxas de blastulação e na qualidade 
desses blastocistos entre as incubadoras avaliadas, não ficando clara a vantagem de um 
tipo especifico de incubadora em termos de desenvolvimento embrionário o que pode está 
relacionado com a incapacidade dessas incubadoras típicas maiores recuperar rapidamente 
a estabilidade durante o uso, não apresentando beneficio em relação ao custo adicional 
incorporado ao uso desse equipamento especifico.

Apesar da grande quantidade de dados sobre os efeitos negativos do oxigênio 
atmosférico para o embrião pré-implantação e a capacidade dessas condições tornar o 
embrião mais suscetível a outros agentes estressantes, presentes no laboratório, não 
nos restam dúvidas que para minimizar esses efeitos por meio de uso de determinadas 
tecnologias, por exemplo, o primeiro passo é uma boa escolha do equipamento.
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