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Título : Utilização de substâncias antioxidantes (α-tocoferol e ternatina) no cultivo in      
vitro de folículos pré-antrais caprinos 
 
Autor : Isabel Bezerra Lima-Verde 
 
Orientador : Paulo Fernandes de Lima 
 

RESUMO 

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do α-tocoferol e da ternatina 

sobre morfologia, ativação e crescimento de folículos pré-antrais caprinos cultivados in 

vitro e realizar uma revisão de literatura sobre temas relacionados com a origem do 

estresse oxidativo e das espécies reativas de oxigênio, bem como os mecanismos 

protetores contra os radicais livres, as implicações destes no ovário e embrião mamífero 

e o papel do óxido nítrico neste processo. No primeiro trabalho, o córtex ovariano foi 

dividido em fragmentos, sendo um destes imediatamente fixado (controle). O restante 

dos fragmentos foi cultivado in vitro por 1 ou 5 dias a 39oC e de 5% CO2, em Meio 

Essencial Mínimo (MEM) suplementado e adicionado ou não de 5, 10 ou 15 µM de  α-

tocoferol ou ternatina. Os fragmentos do controle e os cultivados, foram fixados em 

10% de formol ou em 2% de paraformaldeído e 2,5% de glutaraldeído em 0,1M de 

tampão cacodilato de sódio para análise histológica e ultra-estrutural, respectivamente. 

Os folículos foram classificados em primordiais ou em desenvolvimento, bem como em 

normais ou degenerados. Quando comparados com o controle, o cultivo in vitro levou a 

uma redução nas percentagens de folículos pré-antrais morfologicamente normais em 

todos os tratamentos com α-tocoferol ou ternatina (P < 0,05) após 5 dias de cultivo. No 

entanto, quando comparado com o controle, o cultivo de córtex ovariano por 5 dias 

aumentou as taxas de ativação folicular em todos os tratamentos (P < 0,05). Em 

comparação com o MEM sozinho, a adição de α-tocoferol ou ternatina no meio de 

cultivo não influenciou a ativação folicular (P > 0,05), exceto no dia 1 de cultivo, 

quando as concentrações de 5 e 15 µM foram utilizadas respectivamente, e mostraram 



 x 

um aumento significativo nos percentuais de ativação folicular, em comparação aos 

outros tratamentos. A análise ultra-estrutural mostrou que folículos cultivados por 5 dias 

em meio contendo antioxidants, estavam degenerados. Esta degeneração não ocorreu 

nos folículos tratados apenas com MEM ou no controle, os quais mantiveram sua 

integridade ultra-estrutural.  Em conclusão, este trabalho demonstrou que α-tocoferol e 

ternatina podem promover ativação follicular, no entanto, a adição destes antioxidantes 

nas concentrações testadas, reduziu a viabilidade folicular após o cultivo in vitro. No 

segundo trabalho, verificou-se que as espécies reativas de oxigênio (EROs) ou de 

nitrogênio (ERN) ou radicais livres são produtos do metabolismo orgânico normal e seu 

acúmulo pode gerar o estresse oxidativo. Este, por sua vez, causa injúrias celulares 

podendo levá-las à morte, estando este processo envolvido com a degeneração e/ou 

apoptose celular durante o desenvolvimento embrionário e em diferentes órgãos, como 

o ovário mamífero. No ovário de camundongas são produzidas EROs durante a 

regressão luteal, e estas estão envolvidas no processo de ativação folicular e retomada 

espontânea da meiose em oócitos. Embora sejam produzidos durante processos 

fisiológicos, o acúmulo de radicais livres no ovário mamífero pode desencadear 

patologias. No embrião, os radicais livres são produzidos normalmente devido ao 

metabolismo normal. Porém em ambientes in vitro com altas concentrações de 

oxigênio, o desenvolvimento do embrião pode ser prejudicado. O óxido nítrico é 

considerado um radical livre e participa de processos patológicos e fisiológicos como 

inflamação, ovulação, implantação embrionária e contração uterina. Para proteger os 

sistemas biológicos dos danos celulares causados pelos radicais livres, o organismo 

utiliza enzimas como catalase, superóxido-dismutase e glutationa peroxidase, e 

mecanismos que incluem substâncias antioxidantes tais como vitamina C, vitamina E, 

β-caroteno dentre outras. 
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ABSTRACT 

The aim of this study was to evaluate the effects of α-tocopherol and ternatin on 

morphology and activation of goat preantral follicles cultured in vitro and realize a 

review including the origin of oxidative stress and reactive oxygen species, as well as 

the mechanisms that protects the organism against free radicals, implications of them in 

mammalian ovary and embryo and the role of nitric oxide in this process. In the first 

work, the ovarian cortex was divided into small pieces and one fragment was 

immediately fixed (control). The remaining fragments were in vitro cultured for 1 or 5 

days at 39oC and 5% CO2, in Minimum Essential Medium (MEM) supplemented and 

added or not by 5, 10 or 15 µM of  α-tocopherol or ternatin. Control and cultured 

ovarian fragments were fixed in 10% formaline or in 2% paraformaldehyde and 2.5% 

glutaraldehyde in 0.1M sodium cacodylate buffer for histological and ultrastructural 

analysis, respectively. Follicles were classified as primordial or developing, as well as 

normal or degenerated. When compared with control, in vitro culture led to a decrease 

in the percentages of morphologically normal preantral follicles in all treatments with 

α-tocopherol or ternatin (P < 0.05) after 5-days culture. Furthermore, when compared 

with control, culture of ovarian cortex for 5 days increased the percentages of follicular 
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activation in all treatments (P < 0.05). In comparison with MEM alone, addition of α-

tocopherol or ternatin in the culture medium did not affect follicular activation (P > 

0.05), except at day 1 of culture, when concentrations of 5 and 15 µM were used 

respectively and showed a significantly increase of follicular activation, in comparison 

with others treatments. Ultrastructural analysis showed that follicles cultured for 5 days 

in medium containing antioxidants were degenerated. This degeneration did not occur in 

follicles treated with MEM alone or control, which maintained their ultrastructural 

integrity. In conclusion, this study demonstrated that α-tocopherol and ternatin can 

promote follicular activation, however the addition of antioxidants in the tested 

concentrations reduced the follicular viability after in vitro culture. The second work 

verified that reactive oxygen (ROS) or nitrogen (RNS) species or free radicals are 

products of normal organic metabolism and their accumulation can generate the 

oxidative stress. Then, this stress causes cellular damage, leading to death. This process 

is involved with cellular degeneration and/or apoptosis during embryos development 

and in different organs, such as the mammalian ovary. In murine ovary, ROS are 

produced during luteal regression and they are involved in the process of follicular 

activation and spontaneous meiosis resumption in oocytes. Although these are 

physiological processes, accumulation of free radicals in the mammalian ovary may 

unchain pathologies. In the embryo, free radicals are normally produced due to normal 

metabolism. However, in in vitro environment with high oxygen concentrations, 

embryo development can be damaged. Nitric oxide is considered a free radical and takes 

part in pathologic and physiologic processes, such as inflammation, ovulation, embryo 

implantation and uterine contraction.  To protect the biological systems from cellular 

damage caused by free radicals, the organism uses enzymatic mechanism, which 

involves, for instance, catalase, susperoxide-dismutase and glutation peroxidase and 
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others that include antioxidants substances, such as vitamin C, vitamin E, β-carotene 

etc. 
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1.INTRODUÇÃO 

 

O desenvolvimento de biotécnicas relacionadas com a biologia reprodutiva tem 

sido extensivamente realizado nos últimos anos visando a otimização do aproveitamento 

de material genético de animais de alto valor comercial ou em via de extinção. Nos 

últimos anos, muitos esforços têm sido empregados para o avanço da biotécnica de 

manipulação de oócitos inclusos em folículos pré-antrais (MOIFOPA), que em muito 

tem contribuído para um melhor entendimento da biologia ovariana. 

Tendo em vista que o ovário mamífero contém milhares de oócitos inclusos em 

folículos primordiais e que poucos destes folículos desenvolvem-se até o estágio de 

folículo pré-ovulatório (EPPIG e O’BRIEN, 1996), a biotécnica de MOIFOPA objetiva 

recuperar, preservar e cultivar in vitro um grande número de folículos pré-antrais 

visando a sua ativação, crescimento e completa maturação, prevenindo-os da morte 

folicular, que ocorre naturalmente in vivo.  

Estudos referentes aos fatores e mecanismos envolvidos no desenvolvimento in 

vitro de folículos pré-antrais caprinos são escassos (SILVA et al., 2004a), 

principalmente em relação à prevenção da morte folicular nesta espécie. Sabe-se que o 

estresse oxidativo pode ser uma das causas da perda folicular no ovário (BEHRMAN et 

al., 2001). Neste sentido, acredita-se que a utilização de substâncias antioxidantes como 

α-tocoferol e a ternatina no desenvolvimento de folículos pré-antrais cultivados in vitro, 

possa exercer um efeito atenuante no processo de atresia  

 Este trabalho propôs verificar se a ação antioxidante de substâncias como o α-

tocoferol e a ternatina podem preservar a morfologia e estimular a ativação de folículos 

pré-antrais caprinos cultivados in vitro. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. Foliculogênese 

A foliculogênese, evento iniciado na vida pré-natal na maioria das espécies, 

pode ser definida como o processo de formação, crescimento e maturação folicular, 

iniciando-se com a formação do folículo primordial e culminando com o estágio de 

folículo de De Graaf ou pré-ovulatório (SAUMANDE, 1991). 

Os folículos, constituídos por um oócito envolto por células somáticas (da 

granulosa e tecais), são as estruturas ovarianas que permitem ao ovário desenvolver suas 

duas funções: a gametogênese e a esteroidogênese (HAFEZ, 2000). Estes estão 

localizados no estroma do córtex ovariano, podendo distinguir-se os pré-antrais ou não 

cavitários, constituídos pelos folículos primordiais, primários e secundários, e os antrais 

ou cavitários que são compostos pelos folículos terciários e pré-ovulatórios ou de De 

Graaf (HAFEZ, 2000). 

Morfologicamente, os folículos primordiais apresentam um oócito envolvido por 

uma camada de células da pré-granulosa de formato pavimentoso (VAN DEN HURK e 

ZHAO, 2005). Após a formação dos folículos primordiais, as células da pré-granulosa 

param de se multiplicar e entram num período de quiescência, retomando seu 

crescimento após sua ativação. Quando o folículo apresenta uma camada de células da 

granulosa de formato cúbico, ele é chamado primário. No estágio de folículo 

secundário, que apresenta duas ou mais camadas de células da granulosa em intensa 

atividade mitótica, a zona pelúcida é formada, e as células precursoras da teca são 

recrutadas do estroma. Durante a evolução dos folículos secundários, o acúmulo de 

líquido em seu interior origina uma cavidade denominada de antro folicular, sendo neste 
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estágio denominado de folículo terciário e podendo ser observadas as camadas interna e 

externa da teca (MATOS, 2003) 

Sob condições normais, a maioria dos folículos presentes no ovário (99,9%) 

sofre atresia, levando a uma completa exaustão da reserva folicular na idade adulta 

(VAN DEN HURK e ZHAO, 2005). No entanto, recentemente Bukovsky et al. (2004) e 

Johnson et al. (2005) propuseram a existência de formação de novas células 

germinativas em fêmeas adultas. 

 No tocante ao início do crescimento folicular, esta fase envolve a passagem de 

folículos primordiais quiescentes para a fase de crescimento e é caracterizada pelos 

seguintes eventos: proliferação das células da granulosa, mudanças na forma destas 

células de pavimentosa para cúbica e aumento de tamanho do oócito (BRAW-TAL, 

2002). Este evento também é denominado de ativação folicular. Embora o processo de 

ativação folicular não esteja completamente elucidado, vários estudos in vitro têm 

demonstrado a ação de várias substâncias intra e extra-ovarianas, conforme descrito nas 

secções posteriores. 

  

2.2. Ativação dos folículos pré-antrais in vivo 

O primeiro sinal de ativação dos folículos primordiais é a retomada da 

proliferação das células da granulosa, ou seja, o folículo primordial, o qual apresenta-se 

circundado por uma camada de células da granulosa de formato pavimentoso (BRAW-

TAL e YOSSEFI, 1997) transforma-se em folículo primário (VAN DEN HURK et 

al.,1997), passando pelos estágios de crescimento seguintes, à medida que as células da 

granulosa proliferam. 

Conforme mencionado anteriormente, os mecanismos responsáveis pela ativação 

e crescimento dos folículos primordiais, bem como o período no qual estes processos se 
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iniciam ainda são pouco conhecidos (FORTUNE et al.,2000). Hirshfield (1991) sugeriu 

que a ativação e o crescimento dos folículos primordiais devem ser controlados tanto 

por fatores endócrinos (gonadotrofinas), como por fatores intraovarianos (fatores de 

crescimento). Em caprinos, recentemente foi demonstrada a presença de Kit-Ligand 

(KL), fator de diferenciação de crescimento-9 (GDF-9), proteína morfogenética do 

osso-15 (BMP-15), ativina, folistatina, fator de crescimento epidermal (EGF) e seus 

receptores em folículos primordiais, sugerindo que estes fatores podem estar envolvidos 

na ativação. (SILVA et al., 2004ab, SILVA et al., 2005, SILVA et al., 2006). 

 

2.3. Ativação e crescimento de folículos pré-antrais in vitro 

É indiscutível que grandes progressos já tenham sido observados no cultivo in 

vitro de folículos pré-antrais em diferentes espécies animais. A ativação de folículos 

primordiais caprinos (MARTINS et al., 2005; MATOS et al., 2006ab), ovinos 

(ANDRADE et al., 2005), bovinos (WANDJI et al., 1996; BRAW-TAL e YOSSEFI, 

1997) e babuínos (FORTUNE et al.,1998) também foi alcançada com êxito após cultivo 

de pequenos fragmentos de córtex ovariano.  

No tocante ao desenvolvimento de folículos primários e secundários, em felinos 

(JEWGENOW e STOLTE, 1996) e marsupiais (BUTCHER e ULLMAN, 1996) já foi 

observado o crescimento desses folículos ovarianos isolados após o cultivo in vitro, 

porém sem a formação de antro. Em felinos (JEWGENOW e PITRA, 1993) a adição de 

FSH ao meio de cultivo estimulou o crescimento folicular enquanto a adição do Fator de 

Crescimento Epidérmico (EGF) e Insulina + Transferrina + Selênio (ITS) ao meio 

resultou na manutenção da integridade dos folículos pré-antrais cultivados in vitro 

(JEWGENOW e GORITZ, 1995). Nas espécies ovina (CECCONI et al., 1999), bovina 

(GUTIERREZ et al., 2000; McCAFFERY et al., 2000) e caprina (HUANMIN e YONG, 
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2000) folículos secundários isolados desenvolveram-se in vitro até o estágio antral. O 

desenvolvimento de folículos antrais a partir de folículos primários ou secundários foi 

igualmente relatado em humanos (ROY e TREACY, 1993). Em suínos, folículos 

secundários crescidos in vitro chegaram até a ovulação e tiveram seus oócitos 

fecundados in vitro (HIRAO et al., 1994) com desenvolvimento até o estágio de 

blastocisto (WU et al., 2001).  

Apesar do grande avanço no cultivo in vitro de folículos pré-antrais com as 

referidas espécies supracitadas, os resultados mais satisfatórios têm sido observado em 

animais de laboratório. Em camundongos, o desenvolvimento in vitro de folículos pré-

antrais foi descrito por vários autores (EPPIG, 1997; QVIST et al., 1990; CARROLL et 

al., 1991; NAYÜDU e OSBORN, 1992). Entretanto, os melhores resultados foram 

observados por O´Brien et al. (2003) que obtiveram o nascimento de 53 camundongos a 

partir de folículos primordiais desenvolvidos, maturados e fecundados in vitro. Carroll 

et al. (1990) obtiveram também o nascimento in vitro de camundongos após congelação 

e descongelação de folículos pré-antrais. 

No entanto, apesar dos avanços observados em camundongas, o nascimento a 

partir de folículos pré-antrais maturados in vitro ainda não foi alcançado em espécies 

domésticas. Uma das razões que em muito contribui para isso, é a perda folicular 

causada pela atresia durante o processo de crescimento e maturação in vitro, semelhante 

ou superior ao que ocorre in vivo. 

 

2.4. Atresia folicular 

Os folículos ovarianos pré-antrais (FOPA) representam 90% da população 

folicular (SAUMANDE, 1991) e constituem o estoque de gametas femininos durante a 
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vida reprodutiva do animal (LIU et al., 2001). No entanto, cerca de 99,9% dos folículos 

de um ovário não ovulam, mas sofrem um processo fisiológico conhecido como atresia, 

que causa a morte do folículo, por via degenerativa e/ou apoptótica (MIKKELSEN et 

al.,2001; SVANBERG, 1999). 

A atresia é um fenômeno natural que leva à exaustão do pool de folículos pré-

antrais (MORITA e TILLY, 1999) e é comum a todas as espécies domésticas, podendo 

ocorrer em qualquer estágio do desenvolvimento folicular (GLAMOCLIJA et al., 2005). 

Este processo afeta principalmente folículos antrais, especialmente quando estes 

atingem um tamanho no qual ocorre a diferenciação terminal das células da granulosa e 

da teca (SAUMANDE, 1991; LUSSIER et al.,1987; HIRSHFIELD, 1988). Nos estágios 

iniciais da foliculogênese,  a atresia é iniciada no oócito e em seguida ocorre nas células 

da granulosa (MORITA e TILLY, 1999), verificando-se o processo inverso em folículos 

maduros (GLAMOCLIJA et al., 2005). 

A atresia pode ser demonstrada utilizando-se técnicas como histologia clássica 

(HC) e microscopia eletrônica de transmissão (MET). Os principais achados observados 

na microscopia ótica em folículos atrésicos são picnose nuclear, destacamento das 

células da granulosa e ausência de integridade da membrana basal. Embora a histologia 

clássica seja uma técnica que identifica somente as alterações superficiais, por outro 

lado é de fácil execução, baixo custo, revela resultados de forma rápida e seus achados 

podem ser avaliados pela análise ultra-estrtutral. Nesta, observa-se nos folículos 

compactação e segregação da cromatina, condensação do citoplasma, fragmentação do 

núcleo, protusão e ruptura da superfície celular, formando assim corpos apoptóticos de 

tamanhos variados (KERR, 1995). 
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2.4.1 Apoptose  

A apoptose é um processo fisiologicamente importante para o desenvolvimento 

embrionário normal, bem como para a homeostase no tecido adulto (AMSTERDAN et 

al.,2003). Esse processo é altamente regulado, e a célula morre devido a vários 

estímulos internos e externos, tais como oscilação nos níveis hormonais, regeneração 

tecidual, estresse oxidativo, quimioterapia e radioterapia (SVANBERG, 1999; EARLE, 

2001). 

Uma característica marcante da apoptose é a ativação de nucleases endógenas que 

quebram o DNA a cada 180-200 pares de bases (YU et al.,2005).  No ovário, uma alta 

taxa de apoptose folicular ocorre durante a vida reprodutiva, porém pouco se sabe a 

respeito da perda de folículos primordiais nas espécies mamíferas. No entanto, a atresia 

desses folículos pode ser um evento significativo na determinação do potencial 

reprodutivo da fêmea (DEPALO et al., 2003). 

A apoptose difere de outros tipos de degeneração (como por exemplo a necrose) 

porque afeta individualmente as células, ocorre condensação do citoplasma e da 

cromatina e não apresenta reação inflamatória (SVANBERG, 1999). Nesse processo, a 

superfície das células apoptóticas expressa receptores que podem ser reconhecidos pelas 

células vizinhas, sendo então rapidamente fagocitadas e os corpos apoptóticos digeridos. 

A fagocitose ocorre sem extravasamento dos constituintes celulares e sem prejuízo às 

outras células (ANDERSON,1997). 

Desta forma, apesar de ao nascimento o ovário mamífero conter milhares de 

folículos, a grande maioria torna-se atrésica durante o desenvolvimento e maturação, 

conseqüentemente um número reduzido de oócitos viáveis são produzidos durante a 

vida útil da fêmea, fazendo com que o potencial do ovário seja fracamente aproveitado.   

Diante disso, vários estudos têm sido realizados na tentativa de ser desenvolvido um 
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meio de cultivo ideal que possa promover a ativação e o crescimento folicular in vitro, 

evitando-se assim as perdas foliculares que ocorrem naturalmente in vivo. 

 

2.5. Importância da composição do meio sobre o desenvolvimento de folículos pré-

antrais in vitro 

Várias tentativas visando maximizar o número de folículos pré-antrais viáveis até 

a ovulação têm sido relatadas. Dentre elas, podemos citar a utilização de várias 

substâncias adicionadas ao meio de cultivo, tais como água de coco (MARTINS et al., 

2005), ácido 3-indol acético (IAA) (ANDRADE et al., 2005), fator de crescimento 

epidermal (EGF), hormônio folículo-estimulante (FSH) (SILVA et al., 2004c; 

TAMILMANI et al., 2005; MATOS et al., 2006a) e fator de crescimento fibroblástico 

(FGF) (MATOS et al., 2006b) 

Neste contexto, o estabelecimento de um meio de cultivo ideal é um ponto 

crucial para a ativação desses folículos in vitro, permitindo o desenvolvimento de um 

grande número de folículos pré-antrais que poderá contribuir para uma melhor 

compreensão dos diversos fatores implicados na foliculogênese bem como no processo 

de atresia (FIGUEIREDO et al., 1995). A composição do meio é um importante fator 

para a obtenção de sucesso durante o cultivo de folículos pré-antrais in vitro. Este por 

sua vez também é uma alternativa para o fornecimento de milhares de oócitos viáveis, 

inclusos em folículos pré-antrais em diversos estágios de desenvolvimento, para as 

biotécnicas de fecundação in vitro e clonagem (TELFER, 1996). 

Estudos descreveram que a sobrevivência dos folículos pré-antrais bovinos in 

vitro foi reduzida na ausência de hipoxantina e substratos energéticos, tais como 

piruvato e glutamina (FIGUEIREDO et al.,1994).  Foi demonstrado também que, a 

adição de uma mistura de piruvato (0,23 mM), glutamina (2 mM) e hipoxantina ao meio 
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de cultivo de base denominado Meio Essencial Mínimo – MEM (controle) 

suplementado com antibióticos: penicilina – 20 UI/mL, estreptomicina – 200 µg/mL, e 

ITS (insulina – 6,25 µg/mL, transferrina – 6,25 ng/mL e selênio – 6,25 ng/mL) 

aumentou significativamente a percentagem de folículos morfologicamente normais 

(SILVA et al., 2004). Jewgenow et al. (1998) também demonstraram que a adição de 

piruvato, glutamina e hipoxantina ao MEM é essencial para o crescimento de folículos 

pré-antrais felinos in vitro.  

Atualmente, uma outra preocupação por parte de determinadas equipes (TILLY e 

TILLY, 1995, OTALA et al., 2002) que visam o desenvolvimento de folículos pré-

antrais inclusos no tecido ovariano cultivados in vitro é a adição ao meio de cultivo de 

substâncias que controlem a formação de radicais livres produzidos durante as reações 

metabólicas normais. Estudos mostraram que estes radicais, como por exemplo, o 

peróxido de oxigênio (H2O2), o ânion superóxido (O2
-) e o radical hidroxila (OH-), 

afetam o equilíbrio entre pró-oxidantes e antioxidantes em sistemas biológicos, levando 

à peroxidação lipídica, (ROMERO et al.,1998). Esta, por sua vez, provoca mudanças na 

estrutura, composição e propriedades das membranas biológicas. Além disso, pode 

influenciar também a diferenciação celular, afetando diretamente as células ovarianas 

(BEHRMAN et al., 2001). 

As espécies reativas de oxigênio são geradas dentro do corpo como um 

subproduto do metabolismo oxidativo normal (CHANDRA et al., 2000), mas podem ser 

muito danosas devido ao seu papel na inflamação, mutagênese, necrose e depleção de 

ATP (BEHRMAN et al., 2001). Os efeitos potencialmente danosos dos radicais livres 

são, contudo, controlados pela ação de antioxidantes intra e extracelulares, os quais 

contribuem para a função ovariana, incluindo a retomada espontânea da meiose, 
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maturação oocitária induzida pelas gonadotrofinas (TAKAMI et al., 1999, TAKAMI et 

al., 2000), regressão do corpo lúteo e ovulação (BEHRMAN et al., 2001). 

Em virtude da peroxidação lipídica, é necessário que as células possuam mecanismos 

que reduzam a formação dos radicais livres ou que os inative quando já produzidos. 

Entre os fatores que controlam a geração e a ação de radicais livres, estão as substâncias 

antioxidantes naturais, como a vitamina E (α-tocoferol) e a ternatina, as quais agem 

impedindo a formação dos radicais ou removendo-os quando já formados (SOUZA et 

al.,1999). 

 

2.6. αααα-Tocoferol e Ternatina 

A vitamina E foi descoberta em 1922 por Herbert Evans e Katherine Bishop, como 

um fator oriundo de vegetais, lipossolúvel, que pode prevenir a morte fetal em 

camundongas, estando portanto relacionada com a fertilidade. É um nutriente essencial, 

e age como antioxidante no organismo animal (SEN et al., 2006). Hoje, sabe-se que esta 

vitamina é predominante na membrana plasmática das células animais (WANG et 

al.,2002; BARROSO et al.,1997) e que quantidades significativas estão presentes no 

ovário e no fluido folicular (ATTARAN et al.,2000). O termo vitamina E representa um 

termo genérico para todos os tocoferóis e seus derivados que possuem atividade de 

tocoferol, ou seja, componentes naturais com atividade semelhante à da vitamina E 

(TRABER e SIES, 1996). Sabe-se que existem na natureza oito substâncias com esse 

tipo de atividade: α-, β-, γ- e δ-tocoferol e α-, β-, γ- e δ-tocotrienol, sendo estes últimos 

as formas primárias da vitamina E (SEN et al., 2006). O α-tocoferol em particular 

desempenha um importante papel na regulação do processo oxidativo causado pelos 

radicais livres, sendo a forma mais comum e mais ativa encontrada na natureza 

(POVALISHEV et al., 2006). 
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 A principal função biológica da vitamina E é proteger os ácidos graxos 

poliinsaturados das membranas, visto que a  peroxidação desses lipídios pode levar a 

danos estruturais, afetando a função e a permeabilidade destas, resultando em injúrias 

irreversíveis e morte celular (OLSON e SEIDEL JR, 2000). O α-tocoferol, por sua vez, 

reage com outros radicais livres de forma muito rápida, evitando assim a propagação 

desses radicais (DUTTA e DUTTA, 2003). Esta substância inibe a propagação das 

espécies reativas de oxigênio pela sua própria conversão em um produto oxidado, o 

radical livre α-tocoferoxil (INGOLD et al.,1987). A forma original do α-tocoferol pode 

ser regenerada através de sua redução (doação de hidrogênio) pela vitamina C 

(SCHNEIDER, 2005), aumentando a capacidade antioxidante da vitamina E (TUCKER 

e TOWNSEND, 2005) e sugerindo o conceito de reciclagem dos antioxidantes. A 

regeneração do α-tocoferol implica na manutenção da concentração dessa substância na 

membrana celular (SEN et al., 2006).  

Outras substâncias antioxidantes importantes são os flavonóides, os quais são 

polifenóis naturais, presentes em frutas e vegetais (SADEGHIPOUR et al.,2005). Os 

efeitos terapêuticos dessas substâncias têm sido descritos para diabetes mellitus (ONG e 

KHAO, 1997), alergias (INOUE, 2002), câncer (PARK e SURH, 2004) e inflamações 

(MANTHEY et al.,2001). A ternatina é um bioflavonóide (4’5-diidroxi-3,3’7,8-

tetroximetoxiflavona) e devido aos seus efeitos benéficos sobre o organismo, vem sendo 

intensamente estudada. É oriunda da Egletes viscosa L., popularmente conhecida como 

macela-da-terra ou macela-do-sertão, a qual é uma pequena erva medicinal que cresce 

abundantemente no Nordeste do Brasil (SOUZA et al.,1998) Estudos químicos-

farmacológicos mostraram atividades hepatoprotetora (SOUZA et al., 1998), 

antianafilática e antiinflamatória (SOUZA et al., 1992), antitrombótica (SOUZA et al., 
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1994), antidiarréica e gastroprotetora (RAO et al., 1997), demonstrando a importância 

desta espécie para a farmacopéia brasileira e mundial. 

Souza et al., (1999) trabalhando com a ternatina e o α-tocoferol, mostraram que 

ambas as substâncias foram inibidores efetivos da peroxidação lipídica induzida pela 

aflatoxina B1. Esses resultados indicam que tanto a ternatina como o α-tocoferol podem 

atuar efetivamente como eliminadores de radicais livres, prevenindo assim a apoptose. 

No entanto, além da excelente atividade antioxidante demonstrada pelo α-

tocoferol e a ternatina, sabe-se que estas substâncias podem, em determinadas situações, 

agir como pró-oxidantes. Estudos mostraram que alguns flavonóides podem apresentar 

ação oxidativa dependendo da concentração utilizada (SADEGHIPOUR et al., 2005) e 

que suas estruturas moleculares podem influenciar sistemas biológicos, induzindo a 

degradação do DNA (SUGIHARA et al., 2003), crescimento e proliferação de células 

malignas (AGULLO et al., 1997) e toxicidade aguda em hepatócitos de camundongos 

(MORIDANI et al.,2002). Semelhantemente, o α-tocoferol pode agir como oxidante na 

presença de íons Cu++ (BURKITT e MILNE, 1996) e no processo de oxidação da 

lipoproteína de baixa densidade  (LDL) (IWATSUKI et al.,1995). Estudos verificaram 

que o α-tocoferol possui ação antioxidante apenas por um curto período, podendo então 

reagir rapidamente e formar radicais livres (SEN et al., 2006). Sabe-se também que o α-

tocoferol em excesso pode inibir a proliferação celular, efeito que não está relacionado 

com sua ação antioxidante, possivelmente mostrando interações específicas do α-

tocoferol com enzimas, proteínas estruturais, lipídios e fatores transcricionais (ZINGG e 

AZZI, 2004).  
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1. Abstract 

The aim of this study was to evaluate the effect of α-tocopherol and ternatin on the 

morphology and activation of goat preantral follicles after in vitro culture. The ovarian 

cortex was divided into small pieces and one fragment was immediately fixed (control). 

The remaining fragments were in vitro cultured for 1 or 5 days at 39oC and 5% CO2, in 

Minimum Essential Medium (MEM) supplemented and added or not by 5, 10 or 15 µM 

of  α-tocopherol or ternatin. Control and cultured ovarian fragments were fixed in 10% 

formaline or in 2% paraformaldehyde and 2.5% glutaraldehyde in 0.1M sodium 

cacodylate buffer for histological and ultrastructural analysis, respectively. Follicles 

were classified as primordial or developing, as well as normal or degenerated. When 

compared with control, in vitro culture led to a decrease in the percentages of 

morphologically normal preantral follicles in all treatments with α-tocopherol or 

ternatin (P < 0.05) after 5-days culture. Furthermore, when compared with control, 

culture of ovarian cortex for 5 days increased the percentages of follicular activation in 

all treatments (P < 0.05). In comparison with MEM alone, addition of α-tocopherol or 

ternatin in the culture medium did not affect follicular activation (P > 0.05), except at 

day 1 of culture, when concentrations of 5 and 15 µM were used respectively and 

showed a significantly increase of follicular activation, in comparison with others 

treatments. Ultrastructural analysis showed that follicles cultured for 5 days in medium 

containing antioxidants were degenerated. This degeneration did not occur in follicles 

treated with MEM alone or control, which maintained their ultrastructural integrity. In 

conclusion, this study demonstrated that α-tocopherol and ternatin can promote 

follicular activation, however the addition of antioxidants in the tested concentrations 

reduced the follicular viability after in vitro culture. 

Keywords: α-tocopherol, ternatin, caprine, preantral follicles. 
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2.Introduction 

The ovarian follicle consists in the structural and functional unit (McGee et al., 

1997) of the mammalian ovary, formed by an oocyte surrounded by granulosa cells, 

basal membrane and, according to their developing stage, theca cells adjacent to basal 

membrane (Kagawa et al., 2005). Furthermore, most of the follicles (90%) present in 

the ovary are found in the preantral phase (Saumande, 1991).  However, during female 

lifespan, the vast majority is lost by atresia (Svanberg, 1999; Mikkelsen et al., 2001), 

and a limited number (approximately 0.01%) of follicles develops until the preovulatory 

stage,  

Although follicular atresia occurs naturally in vivo, during whole female 

reproductive life, as well as during in vitro culture, the complete mechanism responsible 

for this process is still unknown (Silva et al., 2004). Many researchers have been 

suggested that atresia can follow the apoptosis pathway (Svanberg, 1999; Depalo et al., 

2003). Apoptosis is a physiological process (Nakahara et al., 1997), essential to 

maintain homeostasis (Amsterdan et al., 2003) and can occur as a consequence of 

different factors, like oxidative stress (Earle, 2001), which can be explained by the 

excessive production of reactive oxygen species (Bedaiwy et al., 2004), called ROS. 

Many in vitro studies have showed the importance of adding antioxidant 

substances in the culture medium of preantral follicles (Tilly and Tilly, 1995; Otala et 

al., 2002). ROS can affect the equilibrium between pro- and anti-oxidant factors in a 

biological system, leading to a lipidic peroxidation (Romero et al., 1998) and, 

consequently, cell death. Among the factors controlling ROS generation and action, it is 

possible include vitamin E (α-tocopherol) and ternatin, which act obstructing generation 

of free radicals or removing them when formed (Souza et al., 1999). 
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The most important biological function of α-tocopherol is to protect cell 

membrane from lipidic peroxidation, avoiding irreversible damages and cellular death 

(Olson and Seidel Jr., 2000). With regard to ternatin, a bioflavonoid present in macela-

da-terra (Egletes viscosa), it offers hepatic (Souza et al., 1998), gastric (Rao et al., 

1997), anti-anaphilactic and anti-inflammatory (Souza et al., 1992) protection, also 

presenting antioxidant activity (Souza et al., 1999). Thus, since oxidative stress can be 

one of the factors involved in follicular atresia, the use of antioxidants may contribute 

for the success of cellular in vitro culture. However, the effects of α-tocopherol and 

ternatin on in vitro culture of caprine preantral follicles are unknown. 

The aim of this study was to evaluate through histological and ultrastructural 

analysis the effects of α-tocopherol and ternatin on morphology, activation and growth 

of goat preantral follicles in vitro cultured. 

3. Material and Methods 

3.1. Source and transport of ovarian tissue 

Ovaries (n = 6) from adult mixed breed goat were obtained at a local 

slaughterhouse (Fortaleza, Ceará, Brazil). The ovaries were trimmed of adhering tissue, 

washed in 70% alcohol and then, twice in 0.9% saline solution. The ovaries were put 

into tubes containing 10 ml of 0.9% saline solution supplemented with antibiotics and 

transported to the laboratory within 1h in a thermosflask filled with water at 37 oC.  

 3.2. Medium and culture conditions  

Each ovarian pair was divided into 15 fragments of 3 x 3 x 1 mm. One fragment 

was immediately fixed in 10% formalin for 12 h and the remaining fragments were in 

vitro cultured for 1 or 5 days in twenty four-well culture dishes (Biossystems) 

containing 1 ml of culture medium. Culture medium consisted of MEM (Cultilab, Rio 

de Janeiro, Brazil) supplemented with antibiotics (100 µg/ml of penicillin, 100 µg/ml of 
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streptomycin) (Vetec, Rio de Janeiro, Brazil), 0.25 µg/ml anphotericin B, BSA 

(0.0014g/ml bovine serum albumine), ITS (insulin 5 µg/ml, transferin 5.5 µg/ml and 

selenium 5 ηg/ml), 0.23 mM pyruvate, 2 mM glutamine and 2 mM hypoxanthine), 

added or not by α-tocopherol (DL-α-tocopherol - TOC) or ternatin (TER - obtained 

from Dr. Edilberto Silveira – Federal Ceara University), both diluted in 95% alcohol 

according to Tao et al. (2004) and at final concentration of 5, 10 or 15 µM. Unless 

indicated, reagents were obtained from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). Fresh 

medium was replaced every 48 hours. A minimum of 50 follicles were counted in each 

repetition (150 per treatment), being evaluated a total of 2,250 evaluated preantral 

follicles.  

 3.3. Histological procedure 

After fixation in 10% formalin for 12 h, ovarian fragments were dehydrated in 

ethanol, clarified with xylene and embedded in paraffin wax. Serial sections (7 µm) of 

ovarian tissue were cut and every fifth section was mounted on glass slides and stained 

with periodic acid Schiff (PAS)-hematoxylin (PAS staining system, Sigma, Inc., St. 

Louis, MO, EUA). All sections were examined using a light microscope (Zeiss, 

Germany) at 100 and 400X magnifications. Preantral follicles were defined as follicles 

with an oocyte surrounded either by one flattened (primordial follicles) and/or cuboidal 

layer or several layers of only cuboidal granulosa cells (developing follicles). To avoid 

counting a follicle more than once, preantral follicles were counted only in the sections 

where their oocyte nucleus was observed. Follicular quality was evaluated based on the 

morphological integrity of the oocyte and granulosa cells. Preantral follicles were also 

classified as (i) histologically/morphologically normal when they contained an intact 

oocyte and intact granulosa cells and (ii) degenerated when their oocyte nucleus had 

become pycnotic, the oocyte was shrunken and when possibly granulosa cells had 
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detached from the basement membrane and have enlarged in volume. To evaluate 

follicular activation, the number of primordial and developing follicles was counted 

before and after in vitro culture. 

3.4. Ultrastructural analysis 

Tissue fragments with a maximum dimension of 1 mm3 were fixed in 2% 

paraformaldehyde and 2.5% glutaraldehyde in 0.1M sodium cacodylate buffer (pH 7.2). 

After fixation, specimens were post-fixed in 1% osmium tetroxide, 0.8% potassium 

ferricyanide and 5mM calcium chloride in 0.1M sodium cacodylate buffer for 1 h. 

Subsequently, the samples were dehydrated through a gradient of acetone solutions (30–

100%) and the tissues were embedded in Spurr. Semi-thin sections (3 µm) were stained 

with toluidine blue. The ultra-thin sections (60–70 nm) were contrasted with uranyl 

acetate and lead citrate, and examined under a Jeol JEM 100C transmission electron 

microscope. At ultrastructural evaluation, were observed cytoplasmic organelles and 

basement membrane integrity, as well as the presence of vacuolization.  

3.5. Statistical analysis 

All treatment data from 2,250 preantral follicles were analysed using a factorial 

design (medium effects: MEM x TOC x TER and concentration: 5 x 10 x 15 µM) in an 

ANOVA test. The data were compared using Bonferroni test. The comparison of the 

percentage of morphologically normal and developing preantral follicles as well as 

follicular diameter in treatments in relation to the control was analyzed by a Chi-square 

test. Values were considered statistically significant when P < 0.05. 

4. Results 

4.1. Histological assessment 

At histological sections, goat preantral follicles appeared morphologically 

normal when oocyte was spherical or slightly elongated, with a central nuclei and, 
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sometimes, with a visible nucleoli. Granulosa cells were well distributed around the 

oocyte. Regarding to degenerating follicles, it was observed piknotic oocyte nuclei, 

cytoplasmic retraction, swelling and disorganized granulosa cells around oocyte (Fig.1). 

4.2. Effects of αααα-tocopherol and ternatin on the follicular morphology 

The percentages of morphologically normal preantral follicles in non-cultured 

ovarian tissue (control) and cultured for 1 or 5 days are showed in table 1. In vitro 

culture leads to a decrease on the percentages of morphologically normal preantral 

follicles in all treatments (P<0.05) when compared with control.   

 The addition of 10 µM α-tocopherol at day 1 of culture and 15 µM α-tocopherol 

or ternatin at days 1 or 5 of culture significantly reduced the percentage of 

morphologically normal preantral follicles (P<0.05) when compared with MEM alone. 

When the antioxidants were compared at the same concentration, at day 1 of culture the 

percentage of normal preantral follicles was significantly higher (P<0.05) in ternatin 

when compared with α-tocopherol, both at 10 µM. 

 Independently of the treatment no effects of culture period (1 or 5 days) on the 

rates of morphologically normal preantral follicles was observed. 

 

4.3. Effects of αααα-tocopherol and ternatin on the follicular activation and 

diameter 

The figure 2 shows the percentages of developing follicles in non-cultured 

ovarian tissue (control) and cultured for 1 or 5 days. In vitro culture leads to a 

significant increase on the percentage of developing follicles when compared to control. 

In regard to MEM alone, addition of antioxidants to the culture medium did not affect 

follicular activation (P>0.05), except at day 1 of culture when 5 µM α-tocopherol and 

15 µM ternatin were used. At day 5 of culture, MEM alone and MEM supplemented 
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with 10 µM ternatin significantly increased (P<0.05) follicular activation when 

compared to the others treatments.  

The figure 3 shows follicular diameter in non-cultured and in vitro cultured 

ovarian cortex for 1 or 5 days. When compared with control, only at day 1 of culture, a 

significantly decrease (P<0.05) in the follicular diameter was observed when 15 µM α-

tocopherol was used. 

4.4. Ultrastructural analysis 

For a better evaluation of the follicular morphology, ultrastructural studies were 

carried out on fragments of control (non-cultured) and those in vitro cultured in MEM 

alone and in presence of α-tocopherol 5 µM and ternatin 5 or 10 µM, which appeared 

the best in maintaining the histological image of the follicles. Ultrastructural analysis 

was performed only for goat preantral follicles that were considered normal in semi-thin 

sections stained with toluidine blue. In normal preantral follicles from control (non-

cultured) and cultured in MEM alone were observed oocytes with a well-delimited 

nucleus. Furthermore these follicles exhibit some vesicles spread throughout the 

ooplasm. It was not observed completely condensed chromatin and oocyte as well 

nuclei outlines were regular. Regarding to 5 µM α-tocopherol and 5 or 10 µM ternatin, 

follicles cultured in presence of these substances presented highly vacuolated 

cytoplasm, detached granulosa cells, nuclear and basal membrane damaged and 

condensed chromatin at granulosa cells and oocyte (Fig. 4, 5 and 6) 

5. Discussion  

Progression of growth and differentiation of preantral follicles in the ovary is a 

crucial point for the success of reproduction (McGee et al., 1999). On the other hand, it 

is known that mechanisms and factors involved in the early folliculogenesis regulation 

and follicular atresia are not well understood. In the present study, caprine preantral 
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follicles in ovarian cortical tissue were in vitro cultured for up to 5 days in the presence 

of antioxidant substances to verify their effects on follicular viability and development.  

Normal and degenerated preantral follicles were observed in non-cultured 

ovarian tissue and in tissue cultured for 1 or 5 days in the different treatments. Light 

microscopical analysis showed normal preantral follicles with well-organized granulosa 

cells. Degenerated follicles showed disorganized granulosa cells, retracted oocyte 

and/or nuclear pyknosis. Otala et al. (2002) reported the same changes in human ovarian 

tissue cultured for 8, 24 and 48 h with the antioxidant N-acetilcistein. Similar finds were 

also observed after in vitro culture of preantral follicles (ovine: Andrade et al., 2005; 

caprine: Silva et al., 2004; murine: Nilsson and Skinner, 2004). In regard to 

ultrastructural findings, degenerated preantral follicles were observed, i.e. exhibiting 

disorganized granulosa cells, nucleus with condensed chromatin, nuclear outlines and 

basement membrane damaged in all treatments with α-tocopherol and ternatin after 5 

days of culture. These changes were not observed in non-cultured preantral follicles as 

well as in those cultured with MEM only. The ultrastructural changes in this study were 

similar to the signs of apoptosis in fresh (De Pol et al., 1997) and in vitro cultured 

(Otala et al., 2002) human preantral follicles. 

With regard to the percentage of follicles that underwent atresia during in vitro culture, 

in this study, it was observed a significant reduction in the percentage of 

morphologically normal preantral follicles since the first day of culture in all treatments 

with antioxidants, regardless of the medium used. In both culture periods (1 or 5 days), 

it was observed that the culture with MEM alone and the addition of 5 µM of α-

tocopherol or ternatin resulted in a higher percentage of normal follicles when compared 

to other treatments using antioxidants. Recently, some in vitro studies have showed the 

importance of antioxidants addition in cellular culture (Tao et al., 2004; Murray et al., 
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2001) to reduce the injuries that normally occurs due to the production of oxygen 

reactive species (ROS) from normal cellular metabolic reaction. It is known that free 

radicals, for instance, hydrogen peroxide (HO2
•), superoxide anion (O2

-) and hidroxyl 

radical (OH), are responsible for lipidic peroxidation of poliinsaturated fatty acid of 

cellular membranes (Povalishev et al., 2006), leading to injuries and cellular death. 

Antioxidants, such as α-tocopherol and ternatin, have been used successfully to reduce 

these deleterious changes. Olson and Seidel Jr. (2000) reported that addition of 100 µM 

de α-tocopherol in the in vitro culture of bovine embryos resulted in a higher number of 

blastocysts and embryos when compared to control (without antioxidant). Tao et al. 

(2004) observed that 10 µM α-tocopherol diminished cumulus cell DNA fragmentation 

and promoted oocyte development up to metaphase II. With regard to ternatin, Souza et 

al. (1999) verified that this substance inhibits lipidic peroxidation and affords 

protections against liver damage induced by aflatoxin B1. In vivo, Nugent et al. (1998) 

demonstrated that the antioxidant treatment using 5 mg of α-tocopherol subcutaneous 

once/day during 7 days improved the survival of human follicles in ovarian grafts by 

reduction of ischemic injury. 

 In this work, the addition of antioxidants to the culture medium did not improve 

follicular viability. The differences between our results from the other authors may be 

due to type of substance used for dilution of antioxidants, as well as their concentrations 

and presence of others antioxidants (transferin and selenium) in the culture medium. 

Some authors (Kusakabe and Kamiguchi, 2004) showed that dimetilsulphoxyde may be 

utilized for dilution without damage in cell culture. However, in this work was used 

ethanol 95% based in satisfactory results obtained in in vitro culture of embryos in 

different species (murine: Tsujii et al., 2002; bovine: Olson and Seidel Jr., 2000) and in 

porcine oocytes (Tao et al., 2004). Another factor to be considered is that antioxidant 
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may act as a pro-oxidant in high concentrations after a certain period and that α-

tocopherol has an antioxidant action for a short period of time, then rapidly reacting 

with oxidant species and forming free radicals (Sen et al., 2006). Others authors also 

showed that some flavonoids can have oxidative action depending on the concentration 

used (Sadeghipour et al., 2005). In addition, in this study we utilized transferin and 

selenium, which may act such as antioxidant in the culture medium and probably 

increasing pro-oxidants properties of these substances. Based on that, we suggest that 

the concentrations (5, 10 e 15 µM) of both antioxidants substances used in this study 

may not be ideal for the in vitro culture of caprine preantral follicles, although 10 µM 

α-tocopherol were used for in vitro culture of porcine oocytes and granulosa cells (Tao 

et al., 2004).  

The present study showed that caprine preantral follicles might be activated 

since the first day of culture in the presence of different concentrations of ternatin and 

α-tocopherol. These results are in accordance with many studies in which preantral 

follicles were cultivated in the presence of relaxin in humans (Shirota et al., 2005), 

epidermal growth factor (EGF), 3-indol-acetic acid (IAA) and follicle stimulating 

hormone (FSH) in ovine (Andrade et al., 2005), kit-ligand (KL) and fibroblast growth 

factor (FGF) in mouse (Nilsson and Skinner, 2004) and coconut water in caprine (Silva 

et al., 2004; Martins et al., 2005). In regard to follicular growth, in both culture period, 

all treatments were similar when compared to control and among them, except follicles 

cultured with 15 µM α-tocopherol, which showed a reduction of follicular diameter 

after 1 day culture. These results can be due an onset of degeneration, which was not 

perceptible at histological evaluation. 

In conclusion, this study demonstrated that α-tocopherol and ternatin can 

promote follicular activation, however the addition of antioxidants in the tested 
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concentrations reduced the follicular viability after in vitro culture. This suggests that 

further studies are necessary to find optimal concentrations of α-tocopherol and ternatin 

for in vitro culture of preantral follicles and to provide more accurate information about 

antioxidants action on the regulation of atresia and preantral folliculogenesis.  
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8. Table and figures legends 

 

Table 1. Percentage of morphologically normal goat preantral follicles in control (non 

cultured) and after culture in presence or absence of α-tocopherol or ternatin. 

 

Figure 1. Histological sections of ovarian tissue cultured for 5 days in 5 µM of α-

tocoferol (A and C) or ternatin (B and D) showing normal and degenerated follicles 

respectively (400X) o - oocyte, n – nucleus, gc – granulosa cells, arrow – oocyte 

membrane. 

 

Figure 2. Percentage of developing follicles in control (non-cultured) or cultured for 1 

and 5 days in presence or absence of α-tocopherol or ternatin.  

 

Figure 3. Follicular diameter in control (non-cultured) or cultured for 1 and 5 days in 

presence or absence of α-tocopherol or ternatin.  

 

Figure 4. Ultrastructural analysis of non cultured preantral follicle (control) (4200X) n – 

nucleus, m – mitochondria, er – endoplasmatic reticulum, g –Golgi complex, v – 

vesicles, o – oocyte, gc – granulosa cells, arrow –basal membrane. 
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Figure 5. Ultrastructural analysis of preantral follicle cultured for 5 days in MEM 

alone(A) and 5 µM of α-tocoferol (B) (4200X and 3000X) n – nucleus, nr –nuclear 

region, v – vesicles, o – oocyte, gc – granulosa cells, * – empty space. 

 

Figure 6. Ultrastructural analysis of preantral follicle cultured for 5 days in 5 µM (A) e 

10µM (B) of ternatin (3750X and 5250X) n – nucleus, nr – nuclear region, v – vesicles, 

o – oocyte, gc – granulosa cells, * – empty space. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 44 

 
 
Table 1.  
 
               Control                                                    75.3% (113/150) 

 D1 (%) D5 (%) 

MEM 50.7 (76/150)*Aa 40.0 (60/150)*Aa 

TOC5 40.7 (61/150)*Aab 37.3 (56/150)*Aab 

TOC10 32.0 (48/150)*Bab 29.3 (44/150)*Aab 

TOC15 27.3 (41/150)*Bab 23.3 (35/150)*Bab 

TER5 51.3 (77/150)*Aab 43.3 (65/150)*Aab 

TER10 44.0 (66/150)*Aac 33.3 (50/150)*Aab 

TER15 32.7 (49/150)*Bab 26.7 (40/150)*Bab 

 

* differs significantly from control follicles (P<0.05) 
A,B differs significantly from MEM alone in each day culture (P<0.05) 
a differs significantly between culture period 
b,c differs significantly between α-tocopherol and ternatin at same concentration and day culture 
(P<0.05) 
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Resumo 
As espécies reativas de oxigênio (EROs) ou de nitrogênio (ERN) ou radicais livres são 

produtos do metabolismo orgânico normal e seu acúmulo pode gerar o estresse 

oxidativo. Este, por sua vez, causa injúrias celulares podendo levá-las à morte, estando 

este processo envolvido com a degeneração e/ou apoptose celular durante o 

desenvolvimento embrionário e em diferentes órgãos, como o ovário mamífero. No 

ovário de camundongas são produzidas EROs durante a regressão luteal, e estas estão 

envolvidas no processo de ativação folicular e retomada espontânea da meiose em 

oócitos. Embora sejam produzidos durante processos fisiológicos, o acúmulo de radicais 

livres no ovário mamífero pode desencadear patologias. No embrião, os radicais livres 

são produzidos normalmente devido ao metabolismo normal. Porém em ambientes in 

vitro com altas concentrações de oxigênio, o desenvolvimento do embrião pode ser 

prejudicado. O óxido nítrico é considerado um radical livre e participa de processos 

patológicos e fisiológicos como inflamação, ovulação, implantação embrionária e 

contração uterina. Para proteger os sistemas biológicos dos danos celulares causados 

pelos radicais livres, o organismo utiliza enzimas como catalase, superóxido-dismutase 

e glutationa peroxidase, e mecanismos que incluem substâncias antioxidantes tais como 

vitamina C, vitamina E, β-caroteno dentre outras. 

Palavras-chave: radicais livres; antioxidantes; ovário; embrião 
 

Abstract 
 
Reactive oxygen (ROS) or nitrogen (RNS) species or free radicals are products of 

normal organic metabolism and their accumulation can generate the oxidative stress. 
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Then, this stress causes cellular damage, leading to death. This process is involved with 

cellular degeneration and/or apoptosis during embryos development and in different 

organs, such as the mammalian ovary. In murine ovary, ROS are produced during luteal 

regression and they are involved in the process of follicular activation and spontaneous 

meiosis resumption in oocytes. Although these are physiological processes, 

accumulation of free radicals in the mammalian ovary may unchain pathologies. In the 

embryo, free radicals are normally produced due to normal metabolism. However, in in 

vitro environment with high oxygen concentrations, embryo development can be 

damaged. Nitric oxide is considered a free radical and takes part in pathologic and 

physiologic processes, such as inflammation, ovulation, embryo implantation and 

uterine contraction.  To protect the biological systems from cellular damage caused by 

free radicals, the organism uses enzymatic mechanism, which involves, for instance, 

catalase, susperoxide-dismutase and glutation peroxidase and others that include 

antioxidants substances, such as vitamin C, vitamin E, β-carotene, etc.  

Keywords: free radicals; antioxidants; ovary; embryo 

 
 

Introdução 

 A geração de radicais livres ou espécies reativas de oxigênio (EROs), como por 

exemplo o radical hidroxila (OH-),o peróxido de hidrogênio (H2O2) e ainda as espécies 

reativas de nitrogênio (ERN) como o óxido nítrico é um processo que ocorre 

naturalmente no organismo devido ao metabolismo celular normal (ORHAN et 

al.,2006). Portanto, esses radicais participam de reações fisiológicas normais no ovário e 

no embrião (WELLS et al., 2005), sendo também responsáveis pela indução de 

processos inflamatórios e respostas imunes (MIGNOTTE & VAYSSIERE, 1998). No 

entanto, sabe-se que o acúmulo desses componentes em condições onde os mecanismos 

antioxidantes de defesa estão deficientes pode levar ao estresse oxidativo. Este, por sua 

vez, é um fenômeno necessário ao crescimento, desenvolvimento e diferenciação celular 

(TUCKER & TOWNSEND, 2005) e está envolvido em diferentes tipos de injúrias 
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celulares, incluíndo a peroxidação lipídica, oxidação de aminoácidos e ácidos nucléicos, 

apoptose e necrose (HALLIWELL, 1992). 

 Nos últimos anos tem-se estudado intensivamente o papel dos radicais livres e 

do estresse oxidativo na reprodução da fêmea mamífera, haja vista os prejuízos 

causados por estas moléculas no que se refere às patologias reprodutivas e quadros de 

infertilidade (AGARWAL et al., 2003). A presente revisão sumariza a origem dos 

radicais livres e suas principais implicações no ovário e embrião mamífero. 

Origem das espécies reativas de oxigênio e do estresse oxidativo 
 
 O balanço intrínseco entre a vida e a morte celular pode ser influenciado por 

vários fatores ambientais. O acúmulo intracelular das EROs como o ânion superóxido 

(O2
-), peróxido de hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxila (OH-) pode resultar de um 

insulto tóxico ou do processo metabólico normal. As EROs podem alterar o sistema de 

defesa antioxidante natural das células, resultando em danos nas principais classes de 

macromoléculas biológicas, incluindo os ácidos nucléicos, as proteínas, os carboidratos 

e os lipídios (CHANDRA et al., 2000). Fisiologicamente várias moléculas reagem e 

degradam-se quando expostas ao oxigênio, dentre elas os ácidos graxos poliinsaturados 

das membranas celulares, enzimas, vitaminas e o DNA (HALLIWELL, 1997). Estas 

reações químicas também resultam na formação das EROs ou radicais livres e, na 

presença de íons e alguns metais no organismo, estes radicais tornam-se altamente 

reativos, gerando mais radicais livres, e o processo é então perpetuado (EARLE, 2001). 

 Partindo-se do princípio que as reações químicas geralmente não são 

quantitativas, pode-se estimar que cerca de 5% do oxigênio inalado seja convertido em 

EROs  (CHANCE et al.,1979). Durante o processo de oxidação que normalmente ocorre 

nas células, o oxigênio é reduzido à água e os estágios intermediários desse processo 

correspondem às EROs (SETIADI et al., 2003). Os prejuízos causados no organismo 
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devido à ação dos radicais livres podem se acumular ao longo do tempo e implicar não 

somente em processos biológicos como o envelhecimento, como também em processos 

patológicos tais como inflamação, carcinogênese, Síndrome de Parkinson, catarata 

(CHANDRA et al., 2000), ooforite (BEHRMAN et al., 2001) e até mesmo resultar em 

desenvolvimento embrionário anormal (WELLS et al., 2005). As EROs são 

extremamente reativas e possuem vida curta. No entanto, o aumento na síntese dessas 

moléculas não causa necessariamente injúrias celulares se os mecanismos de defesa 

antioxidantes estiverem funcionando normalmente (ORHAN et al., 2006). 

 Os radicais livres podem induzir morte celular por necrose ou apoptose, 

dependendo das concentrações. Níveis baixos de EROs podem induzir apoptose, 

enquanto que o acúmulo de altos níveis dessas moléculas gera necrose ou pode levar as 

células comprometidas por apoptose a uma morte celular semelhante à necrose 

(MIGNOTTE & VAYSSIERE, 1998).                                                                 

 O estresse oxidativo é definido como uma elevação intracelular da concentração 

das EROs (BEDAIWY et al., 2004). As injúrias causadas pelo estresse oxidativo nas 

células in vivo e in vitro ocorrem através da exposição a agentes exógenos (radiação, 

produtos químicos) e devido ao metabolismo celular normal (OLSON & SEIDEL JR., 

2000). Sob condições oxidativas extremas ou se os mecanismos de proteção 

antioxidantes estão comprometidos, podem ocorrer injúrias e morte celular por necrose 

ou apoptose, (NASR-ESFAHANI et al., 1990) devido à peroxidação lipídica e danos ao 

DNA (HIGUCHI, 2003). 

 

Mecanismos protetores contra as EROs 

O organismo possui dois tipos de mecanismos para eliminar ou minimizar a ação 

da geração excessiva das EROs. Um desses mecanismos compreende as reações 
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enzimáticas, enquanto o outro utiliza substâncias antioxidantes para regular o processo 

(SETIADI et al., 2003). No primeiro mecanismo, é necessária a presença de alguns 

elementos tais como magnésio, vanádio, cromo, manganês, ferro, cobre, zinco ou 

selênio no sítio ativo de algumas enzimas como por exemplo,  superóxido dismutase 

(SOD), catalase (KITAGAWA et al., 2004) e glutationa peroxidase (SETIADI et al., 

2003) que removem as EROs das células. A enzima SOD participa da doação do O2
-  ao 

H2O2, sendo este último convertido pela catalase a oxigênio e água (FRIDOVICH, 

1995). A glutationa e a glutationa peroxidase desempenham o maior papel no controle 

celular da oxidação e são os mecanismos de defesa primários para remoção de 

peróxidos (HIGUCHI et al., 2003) e envolvem diretamente a ação de vários 

microelementos. O selênio encontra-se ligado a glutationa peroxidase, agindo como um 

carreador temporário de oxigênio. O cobre e o zinco estão presentes na SOD juntamente 

com manganês, ferro e níquel. Estes dois últimos elementos também podem estar 

presentes na catalase. A responsabilidade da remoção do peróxido de hidrogênio dos 

sistemas biológicos é do ferro presente na catalase e do selênio contido na glutationa 

peroxidase (SETIADI et al., 2003). 

 No segundo mecanismo, entram em ação as vitaminas C e E (BEHRMAN et al., 

2001), licopeno, β-caroteno, flavonas, ácido lipóico dentre outras substâncias (AMIS & 

SHIGENAGA, 1992; CHASSE et al., 2001). Esses antioxidantes são encontrados em 

frutas e vegetais e suas necessidades no organismo são supridas pela ingestão através da 

dieta.  

 A vitamina E (α-tocoferol e derivados) é um antioxidante lipossolúvel presente 

nas células animais, protegendo-as das injúrias causadas pelos radicais livres (WANG et 

al., 2002; POVALISHEV et al., 2006). O α-tocoferol, por sua vez, reage com outros 

radicais livres de forma muito rápida (DUTTA & DUTTA, 2003), evitando assim a 
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propagação desses radicais pela sua própria conversão em um produto oxidado, o 

radical livre α-tocoferoxil (INGOLD et al., 1987). A forma original do α-tocoferol pode 

ser regenerada através de sua redução (doação de hidrogênio) pela vitamina C 

(SCHNEIDER, 2005), aumentando a capacidade antioxidante da vitamina E (TUCKER 

& TOWNSEND, 2005) e sugerindo o conceito de reciclagem dos antioxidantes. A 

regeneração do α-tocoferol implica na manutenção da concentração dessa substância na 

membrana celular (SEN et al., 2006).  

 A vitamina C (ácido ascórbico) é um importante antioxidante hidrossolúvel que 

limita a difusão do ânion superóxido na membrana celular e atua também na remoção 

do H2O2, protegendo os lipídios e as proteínas da membrana celular das injúrias 

oxidativas (KRAMARENKO et al., 2006).  

Espécies reativas de oxigênio no ovário 

 Vários estudos (AGARWAL et al., 2003; McCLUSKEY et al., 1999) sugerem 

que as EROs estejam envolvidas no processo de apoptose ou morte celular programada 

no ovário. Sabe-se que o O2
-, o H2O2 e peróxidos lipídicos são gerados pelas células 

luteais durante a regressão do corpo lúteo, naturalmente ou induzida por prostaglandina, 

em camundongas (BEHRMAN et al., 2001), sendo esta resposta associada a uma 

depleção reversível do ácido ascórbico presente nessas células (ATEN et al., 1992; 

RILEY & BEHRMAN, 1991). 

 Em oócitos imaturos, os antioxidantes bloqueiam a retomada espontânea da 

meiose e a maturação oocitária induzida por gonadotrofinas, as quais podem ser 

revertidas pela geração de radicais livres (TAKAMI et al., 1999; TAKAMI et al., 2000). 

Tanto em folículos como no corpo lúteo, os leucócitos são a maior fonte de EROs 

(BEHRMAN et al., 2001). Também se sabe que a maioria dos folículos presentes no 

ovário (cerca de 99%) não chega a ovular, mas morre pelo processo de atresia, a qual 
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pode ocorrer por via degenerativa ou apoptótica (FIGUEIREDO et al., 1995), podendo 

esta última ser influenciada pelas EROs.  

 A geração de radicais livres pode desempenhar importante papel fisiológico no 

ovário, no entanto a produção cíclica destes agentes durante anos pode levar a um risco 

de patologias ovarianas, as quais podem provavelmente ser exacerbadas sob condições 

antioxidantes precárias. Como exemplo, podem ser citadas doenças como a ooforite e a 

falência ovariana prematura autoimune (BEHRMAN et al., 2001). 

Espécies reativas de oxigênio no embrião 

 As EROs podem ser originadas do metabolismo embrionário normal (GOTO et 

al, 1993), podendo alterar vários tipos de moléculas celulares, além de induzir o 

bloqueio ou retardo no desenvolvimento (GUERIN et al., 2001) e comprometer a 

viabilidade embrionária (OLSON & SEIDEL JR., 2000). No entanto, o papel exato do 

estresse oxidativo no desenvolvimento embrionário ainda não está bem elucidado. 

 Estudos mostraram que durante a embriogênese pode ocorrer morte celular por 

apoptose (PARCHMENT, 1991; PIERCE et al., 1991). Sendo este um fenômeno que 

ocorre naturalmente em embriões in vivo, muitos autores sugeriram que a apoptose em 

embriões produzidos in vitro pode ser exacerbada devido às condições de cultivo 

(BYRNE et al., 1999; MATWEE et al., 2000; VAN SOOM et al., 2002). Uma função 

muito importante da apoptose no desenvolvimento embrionário é a eliminação de uma 

minoria de células anormais ou supérfluas e no controle do número de células 

embrionárias (FABIAN et al., 2005). 

  Os embriões mamíferos em estágios iniciais de desenvolvimento são 

susceptíveis às injúrias causadas pelas EROs e aumentam a produção de radicais livres 

quando cultivados in vitro (GOTO et al., 1993). Embriões de ratos (UMAOKA et al., 

1992), ovinos (THOMPSON et al., 1990) e bovinos (KHURANA e NIEMANN, 2000) 
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cultivados in vitro e submetidos a baixas concentrações (5%) de oxigênio mostraram 

altas taxas de desenvolvimento quando comparados com embriões cultivados sob altas 

concentrações (20%) deste gás. Este fato é indicativo de que uma alta concentração de 

oxigênio reduz o desenvolvimento embrionário devido ao acúmulo de EROs 

(KITAGAWA et al., 2004), estando portanto o estresse oxidativo envolvido no 

desenvolvimento embrionário anormal (BEDAIWY et al., 2004).  

Óxido Nítrico 

 Um outro componente resultante das reações metabólicas e também considerado 

um radical livre, é o óxido nítrico. Este composto é um gás, cuja molécula é pequena e 

hidrofóbica e pode passar facilmente através de membranas (KIECHLE e ZHANG, 

2002). Trata-se de um mediador importante de processos fisiológicos e patológicos de 

injúrias celulares e provavelmente da apoptose. No entanto, os mecanismos pelos quais 

o óxido nítrico induz esse processo permanecem desconhecidos (KIECHLE e ZHANG, 

2002). O óxido nítrico é produzido por três tipos de enzimas sintetases: óxido nítrico 

sintetase endotelial (eNOS), óxido nítrico sintetase  neuronal (nNOS) e óxido nítrico 

sintetase indutora (iNOS), que são expressas em vários tecidos (VIÑAS et al., 2005). O 

perfil fisiológico normal da produção de óxido nítrico é difícil de ser definido, porém se 

sabe que quando seus níveis estão aumentados, podem ocorrer efeitos tóxicos visto que 

o óxido nítrico é um radical livre. Também se sabe que esta molécula exerce um 

feedback negativo sobre si mesmo, inibindo as enzimas NOS (MITCHELL et al., 2004) 

e que possui um papel duplo como mediador ou supressor na morte celular (KIECHLE 

e ZHANG, 2002). 

 O óxido nítrico é um mensageiro bioquímico com diversas ações nos sistemas 

fisiológicos e está envolvido em vários processos reprodutivos nas fêmeas tais como 

ovulação, implantação e contração uterina (MAUL et al., 2003). O óxido nítrico pode 
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prevenir a apoptose em vários tipos celulares tais como células endoteliais 

(DIMMELER et al., 1997) e folículos ovarianos (CHUN et al., 1995). A inibição da 

apoptose pelo óxido nítrico pode envolver a regulação de sistemas antioxidantes 

intracelulares além da inibição de enzimas pró-apoptóticas como as caspases 

(KIECHLE e ZHANG, 2002).   

 No ovário, o óxido nítrico influencia positivamente a remodelação tecidual na 

ovulação (JABLONKA-SHARIFF e OLSON, 1997). Estudos mostraram a presença das 

enzimas NOS em folículos de camundongas em vários estágios de crescimento, onde o 

desenvolvimento folicular foi comprometido quando se usou inibidores para essas 

enzimas (MITCHELL et al., 2002). O papel das enzimas NOS também foi demonstrado 

na maturação oocitária em murinos, as quais agem poucas horas antes da ovulação 

(NAKAMURA et al., 2002). Sabe-se também que o óxido nítrico é um inibidor da 

esteroidogênese de células da granulosa cultivadas in vitro (DAVE et al., 1997). No 

embrião, o óxido nítrico pode alterar a sinalização embrionária e iniciar a hidroxilação e 

nitração das proteínas embrionárias e do DNA, afetando diretamente o desenvolvimento 

embrionário (MAUL et al., 2003). 

 Estudos mostraram que o óxido nítrico pode levar à morte celular devido à sua 

alta reatividade com o ânion superóxido. Esta reação aumenta a produção de 

peroxinitrito, um oxidante altamente tóxico, causando assim os danos celulares (HSIEH 

et al., 2006). Sob condições fisiológicas, o peroxinitrito reage rapidamente com o 

dióxido de carbono (CO2) resultando na formação de dióxido de nitrogênio (NO2
-) e 

ânion carbonato (CO3
-) (UPPU et al., 1996). Esses radicais participam da nitração 

aromática da tirosina, a qual pode interferir em importantes mecanismos de sinalização 

celular (MONTEIRO, 2002) tais como proliferação e diferenciação celular 

(MONDORO et al., 1997). 
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Considerações Finais 

 A geração de radicais livres ou EROs (peróxido de hidrogênio, ânion superóxido 

e radical hidroxila) e ERN (óxido nítrico e peroxinitritos) ocorre em processos 

metabólicos normais, tais como crescimento e diferenciação celular. Essas moléculas 

podem funcionar como sinalizadoras e indutoras de processos que causam injúrias às 

células, como a peroxidação dos lipídios das membranas, danos ao DNA e morte celular 

por apoptose ou necrose, ou simplesmente participar de processos fisiológicos como 

ovulação, regressão do corpo lúteo e crescimento embrionário. Os níveis intracelulares 

dessas substâncias é que vão determinar se a célula continua viva ou morre por apoptose 

ou necrose. Desta forma, observa-se que o papel das substâncias e enzimas 

antioxidantes no organismo é de fundamental importância para manutenção do 

equilíbrio entre pró-oxidantes e antioxidantes nos sistemas biológicos.  
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