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RESUMO 

 

 

O ácido protocatecuico (PCA) é um composto fenólico que tem sido bastante 
estudado devido ao seu potencial antioxidante in vivo e in vitro. Entretanto, ainda 
não é conhecido o seu efeito antioxidante no cultivo in vitro de folículos secundários 
ovinos isolados. Sendo assim, o presente estudo avaliou o efeito do ácido 
protocatecuico (PCA), como único antioxidante no meio de cultivo, sobre a 
morfologia, o desenvolvimento, os níveis de GSH e mitocôndrias ativas, retomada da 
meiose e fragmentação de DNA de folículos secundários ovinos isolados cultivados 
in vitro. Folículos secundários (200-230 µm) foram isolados e cultivados durante 12 
dias em meio controle constituído pelo Meio Essencial Mínimo (α-MEM) 
suplementado com BSA, insulina, glutamina e hipoxantina (α-MEM; meio sem 
antioxidantes) ou adicionado de transferrina, selênio e ácido ascórbico (α-MEM+: 
com antioxidantes) ou de diferentes concentrações de PCA (56,25; 112,5; 225; 450; 
900 µg/mL). A cada 6 dias, os folículos foram avaliados quanto aos aspectos 
morfológicos (folículos normais, formação de antro e diâmetro folicular). Ao final do 
cultivo, os oócitos foram recuperados para a determinação da percentagem de 
oócitos completamente crescidos (oócitos ≥ 110 μm) e os níveis intracelulares de 
glutationa (GSH) e mitocôndrias ativas. Além disso, após o cultivo, os oócitos foram 
maturados e a configuração da cromatina e a fragmentação do DNA foram 
avaliados. Os dados de sobrevivência folicular, formação de antro, oócitos ≥ 110 μm, 
retomada da meiose e fragmentação do DNA foram comparados pelo teste do Qui-
quadrado; o diâmetro folicular, a taxa de crescimento, os níveis de GSH e a 
atividade mitocondrial foram submetidos ao teste de Agostinho-Pearson (análogo do 
teste Shapiro-Wilk) e Shapiro-Wilk, respectivamente, e comparados pelo teste 
Kruskal-Wallis (P<0,05). Após 12 de cultivo, o meio contendo 56,25 µg/mL de PCA 
apresentou sobrevivência folicular superior ao meio controle e demais tratamentos 
(P<0,05), exceto ao 900 µg/mL de PCA (P>0,05). A formação de antro foi 
significativamente superior nos tratamentos contendo 56,25; 112,5 ou 900 µg/mL de 
PCA, comparado ao α-MEM, e similar (P>0,05) aos demais tratamentos. Em relação 
à extrusão, diâmetro folicular e taxa de crescimento diário, não houve diferença 
significativa (P> 0,05) entre os tratamentos. A taxa de oócitos completamente 
crescidos foi semelhante (P>0,05) entre os tratamentos contendo PCA e o α-MEM+, 
e superior (P<0,05) ao α-MEM, exceto o meio contendo 450 µg/mL de PCA 
(P>0,05). Os níveis de GSH e a atividade mitocondrial oocitária foram superiores 
(P<0,05) em α-MEM+ quando comprado ao α-MEM, e similares (P>0,05) aos demais 
tratamentos. As taxas de retomada da meiose e fragmentação do DNA foram similar 
(P>0,05) entre α-MEM+ e 56,25 µg/mL de PCA. Conclui-se que o PCA (56,25 
μg/mL), como único antioxidante adicionado ao meio para cultivo de folículos 
secundários ovinos isolados, substituindo a associação de transferrina, selênio e 
ácido ascórbico, mantém a sobrevivência folicular, os níveis de GSH e mitocôndrias 
ativas, a capacidade de retomada da meiose e a integridade do DNA de oócitos 
cultivados. 
 
Palavras-chave: Composto fenólico. Oócito. Viabilidade. GSH. Mitocôndrias. 
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ABSTRACT 

 

Protocatecuic acid (PCA) is a phenolic compound that has been extensively studied 
due to its antioxidant potential in vivo and in vitro. However, its antioxidant effect in 
the in vitro culture of ovine isolated secondary follicles is not yet known. Thus, the 
present study evaluated the effect of protocatechuic acid (PCA), as the sole 
antioxidant in the culture medium, on the morphology, development, levels of GSH 
and active mitochondria, resumption meiosis and DNA fragmentation of ovine 
isolated secondary follicles cultured in vitro. At each 6 days, morphological aspects 
were analyzed (normal follicles, antrum formation and follicular diameter). At the end 
of culture, the percentage of fully-grown oocytes (oocytes ≥ 110 μm) was evaluated. 
The secondary follicles (200-230 μm) were isolated and cultured for 12 days in α-
Minimal Essential Medium (α-MEM) supplemented with BSA, insulin, glutamine and 
hypoxanthine (α-MEM: antioxidant free-medium) or added by transferrin, selenium 
and ascorbic acid (α-MEM+; with antioxidant) or different concentrations of PCA 
(56.25; 112.5; 225; 450; 900 µg/mL). The parameters analyzed were morphology, 
antrum formation, extrusion rate, follicular diameter, growth, fully grown oocytes 
(oocytes ≥ 110 μm) rates, GSH intracellular levels and metabolically active 
mitochondria. Moreover, after culture, oocytes were matured and the chromatin 
configuration and DNA fragmentation were evaluated. The rates of normal follicles, 
antrum formation, oocytes ≥110 μm, DNA fragmentation and meiotic resumption 
were compared by Qui-square test. Follicular diameter, growth rate and levels of 
GSH and mitochondrial activity were submitted to the Agostinho-Pearson test 
(analog of the Shapiro-Wilk test) and Shapiro-Wilk, respectively, and compared by 
the Kruskal-Wallis test (P <0.05). After 12 days, the treatment containing 56.25 
µg/mL PCA showed higher percentage of normal follicles than control medium and to 
the other treatments (P<0.05), except for 900 µg/mL PCA (P>0.05). The antrum 
formation was significantly higher in treatments containing 56.25; 112.5 or 900 µg/mL 
PCA, compared to the α-MEM and similar (P>0.05) to the other treatments. The rates 
of fully grown oocytes (≥110 µm) were similar (P>0.05) among all treatments 
containing PCA and α-MEM+, and those were superior (P<0.05) to α-MEM, except 
for 450 µg/mL PCA (P>0.05). The oocyte levels of GSH and mitochondrial activity 
were higher (P<0.05) in α-MEM+ compared to the α-MEM and similar (P>0.05) to all 
PCA treatments. The rates of meiotic resumption and DNA fragmentation were 
similar (P>0.05) between α-MEM+ and 56.25 µg/mL PCA. In conclusion, PCA at 
56.25 µg/mL as the sole antioxidant added to the medium for ovine isolated 
secondary follicle culture, replacing the association of transferrin, selenium and 
ascorbic acid, maintains follicular survival, GSH and active mitochondria levels, 
meiotic developmental competence and DNA integrity of cultured oocytes.  
 

Keywords: Phenolic compound, Oocyte, Viability, GSH, Mitochondria 
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CAPÍTULO 1 

 

Figure 1. General experimental protocol for in vitro culture of sheep 

secondary follicles in medium without (α-MEM) or with antioxidant (α-

MEM+) or containing protocatechuic acid (PCA; concentration in µg/mL). 

Antioxidants: transferrin, selenium and ascorbic acid. 

 

 

 

57 

Figure 2. Morphologically normal secondary follicle at day 0 (A); antral 

follicle after 6 days of culture in 56.25 µg/mL PCA (B); atretic (C) and 

extruded (D) follicles after 6 days of culture in α-MEM+. GC: granulosa 

cells; O: oocyte. Arrow: antral cavity. Scale bar: 100 µm. α-MEM+: medium 

with antioxidants (transferrin, selenium and ascorbic acid); PCA: 

protocatechuic acid. 
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Figure 3. Percentages of morphologically normal follicles cultured in α-

MEM without (α-MEM), or with antioxidants (α-MEM+) or with different 

concentrations of protocatechuic acid (56.25; 112.5; 225; 450 or 900 

µg/mL). (A, B, C) Different letters denote significant differences among 

treatments in the same period (P < 0.05). (a, b, c) Different letters denote 

significant differences among culture periods in the same treatment (P < 

0.05). 
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Figure 4. Percentages of antrum formation in follicles cultured in α-MEM 

without (α-MEM), or with antioxidants (α-MEM+) or with different 

concentrations of protocatechuic acid (56.25; 112.5; 225; 450 or 900 

µg/mL). (A, B, C) Different letters denote significant differences among 

treatments in the same period (P < 0.05). PCA: protocatechuic acid. 

 

 

 

 

59 

Figure 5. Percentages of fully grown oocytes after culture of secondary 

follicles in α-MEM without (α-MEM), or with antioxidants (α-MEM+) or with 

different concentrations of protocatechuic acid (56.25; 112.5; 225; 450 or 

900 µg/mL). (A, B, C) Different letters denote significant differences among 

treatments in the same period (P < 0.05). (a, b, c) Different letters denote 

significant differences among culture periods in the same treatment (P < 
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0.05). PCA: protocatechuic acid. 
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Figure 6. Epifluorescent photomicrographic images of ovine oocytes. 

Oocyte under bright field (A-G) were stained with CellTracker Blue (H-N) 

and MitoTracker Red (O-U) to detect intracellular levels of GSH and active 

mitochondria, respectively. Scale bars: 50 µm (100x). Intracellular GSH (V) 

and active mitochondria (X) relative levels (pixel/oocyte) in sheep oocytes 

after 12 days of in vitro culture in medium without (α-MEM) or with 

antioxidant (α-MEM+) or containing protocatechuic acid (PCA; 

concentration in µg/mL). (A, B) Bars with different letters are significantly 

different (P < 0.05).  
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Figure 7. Epifluorescent photomicrographic images of ovine oocytes 

stained with Hoechst 33342 after IVM. Oocytes in GV (A) and GVBD (B) 

cultured in medium with antioxidant (α-MEM+); oocytes in MI (C) and MII 

(D) cultured in medium containing 56.25 µg/mL protocatechuic acid. O: 

oocyte; Arrow: nuclear chromatin. Scale bars: 50 µm.  
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Figure 8. DNA fragmentation of sheep oocytes after IVM. Oocyte with DNA 

fragmentation after culture in medium with antioxidant (α-MEM+) (A and C) 

and normal oocyte cultured in medium containing 56.25 µg/mL 

protocatechuic acid (B and D). O: oocyte; Arrow: nuclear chromatin. Scale 

bars: 50 µm. Oocytes stained with TUNEL (A and B) and Hoechst 33342 

(C and D). Percentages of TUNEL positive oocytes (E).  
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Table 1. Meiotic stages (%) of sheep oocytes from in vitro grown 

secondary follicles after 12 days of culture in α-MEM+ or 56.25 µg/mL 

PCA. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Na tentativa de aumentar o potencial reprodutivo de animais ovinos de alto 

valor zootécnico, algumas biotécnicas reprodutivas vêm sendo aprimoradas, tais 

como a fertilização in vitro (FIV), a produção in vitro de embriões (PIV) e a 

Manipulação de Oócitos Inclusos em Folículos Ovarianos Pré-Antrais (MOIFOPA), 

também conhecida como ovário artificial.  

A MOIFOPA tem como objetivos o resgate, a conservação, o cultivo e a 

posterior maturação in vitro de oócitos inclusos em folículos pré-antrais, evitando 

que os mesmos sofram o processo fisiológico denominado de atresia ou morte 

folicular (FIGUEIREDO et al., 2008). Entretanto, um dos fatores que pode interferir 

na viabilidade folicular durante o cultivo in vitro é o estresse oxidativo, causado pelo 

desbalanço entre a produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) e a atuação 

de agentes antioxidantes. Isto pode ser contornado pela adição de substâncias 

antioxidantes ao meio de cultivo (ABEDELAHI et al., 2010; TALEBI et al., 2012).  

Diversos estudos têm demonstrado que a adição, ao meio de cultivo, de uma 

concentração ideal de antioxidantes comumente utilizados, tais como o selênio, 

ácido ascórbico e transferrina (LUZ et al., 2012; GOUVEIA et al., 2016)  ou ainda de 

ácido alfa-lipóico (ALA), β-mercaptoetanol, e anetole (GONG; LIM, 2009; TALEBI et 

al., 2012; SÁ et al., 2015) auxilia na manutenção da sobrevivência e no 

desenvolvimento in vitro de folículos pré-antrais isolados. Além disso, o extrato da 

planta medicinal Amburana cearensis manteve a sobrevivência folicular após 

preservação de tecido ovariano caprino a 4ºC (GOUVEIA et al., 2015) e após o 

cultivo de folículos secundários isolados de ovinos e caprinos (BARBERINO et al., 

2016; GOUVEIA et al., 2016). O principal componente encontrado nesse extrato é o 

ácido protocatecuico (PCA, ácido 3,4-diidroxibenzoico).  

O PCA é um polifenol natural, encontrado em diferentes tipos de vegetais. 

Esse composto tem sido estudado devido ao seu potencial neuroprotetor, 

cardioprotetor, antibacteriano, anticancerígeno, antidiabético, antiviral, analgésico, 

anti-inflamatório e antioxidante (KAKKAR; BAIS, 2014). Estudos demonstraram que 

a ação antioxidante do PCA em ensaios antioxidantes e no cultivo in vitro de células 

neuronais de ratos se dá através da quelação de íons metálicos, da eliminação de 

EROs e do aumento de fatores antioxidantes, como a glutationa e a enzima  

catalase (GUAN et al., 2006a; GUAN et al., 2011; LI et al., 2011). Além disso, o PCA 



16 

 

diminuiu os achados histopatológicos em testículos de ratos após estresse oxidativo 

causado por 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) (BEYTUR et al., 2012). 

Entretanto, não há relatos sobre a ação do PCA no cultivo in vitro de folículos 

secundários ovinos isolados.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



17 

 

2. DESENVOLVIMENTO 

 

2.1. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1.1. Morfofisiologia ovariana: Oogênese e foliculogênese 

 

O ovário ovino, assim como o das demais espécies mamíferas, é um órgão 

altamente organizado, sendo composto por células germinativas (oócito) e células 

somáticas (células da granulosa, células da teca e células estromais), que interagem 

entre si para a formação e desenvolvimento oocitário e folicular, ovulação e 

formação do corpo lúteo (RICHARDS; PANGAS, 2016), essenciais à fecundação, 

desenvolvimento embrionário e nascimento de crias (WILHELM; PALMER; 

KOOPMAN, 2007; CAMPBELL, 2009). Diante da importância ovariana na 

reprodução, estudos buscam explicar os processos e mecanismos envolvidos na 

sua formação, desenvolvimento e fisiologia.  

 

2.1.1.1. Oogênese 

 

Após a formação do zigoto, todas as células embrionárias até o estágio de 

oito células parecem ser totipotentes. Entretanto, quando ocorre a formação de 

mórula de 16 células, as células começam a sofrer um processo de diferenciação. 

Esta diferenciação torna-se maior com a formação do blastocisto, no qual três 

linhagens são definidas: trofectoderma (futura placenta), epiblasto (futuro embrião), 

e endoderme primitiva (futuro saco vitelino). Após implantação e contínua 

diferenciação, células do epiblasto, eventualmente, formarão os precursores das 

células germinativas primordiais (CGPs) que são as primeiras células do futuro 

ovário a ser formado (EDSON; NAGARAJA; MATZUK, 2009).  

 O processo em que ocorre a formação e diferenciação das células 

germinativas primordiais (CGPs) até a formação do oócito haploide fecundado é 

denominado de oogênese (BRISTOL-GOULD; WOODRUFF, 2006). Em ovelhas, 

objeto de estudo do presente trabalho, as CGPs migram do saco vitelínico, em torno 

de 17 a 21 dias (LEDDA et al., 2010), e se instalam na gônada análoga (SOTO-

SUAZO; ZORN, 2005). Em seguida, sofrem sucessivas mitoses, diferenciam-se em 

oogônias (AERTS; BARLS, 2010). As oogônias proliferam-se por meio de intensas 
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divisões mitóticas (FIGUEIREDO et al., 2008) e apresentam um maior número de 

organelas intracelulares (ABIR et al., 2006). Ao final do ciclo, as oogônias (2n) 

aumentam de tamanho, e posteriormente, iniciam a divisão meiótica, formando um 

oócito primário ou imaturo, que possui núcleo estacionado na prófase I (estádio de 

diplóteno) (MOORE; PERSAUD, 2008; MONIRUZZAMAN; MIYANO, 2010; BAILLET; 

MANDON-PEPIN, 2012;    SÁNCHEZ; SMITZ, 2012).  

Na puberdade, com o pico pré-ovulatório do hormônio Luteinizante (LH), o 

oócito primário retoma a meiose (passando pelos estágios de metáfase I, anáfase I, 

telófase I e prófase II), no processo de ovulação e sofre a segunda parada da 

meiose (metáfase II) (BAILLET; MANDON-PEPIN, 2012;  SÁNCHEZ; SMITZ, 2012), 

e após ser fecundado, retoma a meiose, formando o oócito haploide fecundado 

(FIGUEIREDO et al., 2008) (Figura 1).  

Apesar de saber que a oogênese ovina inicia-se ainda na vida embrionária, 

estudo recente demonstrou que células tronco pluripotentes, obtidas a partir do 

epitélio da superfície ovariana (OSE) de ovelhas adultas, têm a capacidade de se 

diferenciar em estruturas semelhantes a óocitos in vitro. Entretanto, ainda há a 

necessidade de mais estudos para verificar se estas estruturas teriam a capacidade 

de serem fecundadas (PARTE et al., 2011).  

 

2.1.1.2. Foliculogênese 

  

O processo de formação, crescimento e maturação folicular é conhecido 

como foliculogênese (FIGUEIREDO et al., 2008). A foliculogênese inicia-se com a 

formação do folículo primordial e termina com a formação do folículo pré-ovulatório 

(PAULINI et al., 2014). É dividida em duas fases distintas: a fase pré-antral (folículos 

primordial, transição, primário e secundário) (SILVA et al., 2004) e a fase antral 

(folículos terciário e pré-ovulatório) (FIGUEIREDO et al., 2008) (Figura 1). 

 

2.1.1.2.1. Fase pré-antral 

 

A fase pré-antral caracteriza-se por duas etapas: 1) ativação de folículos 

primordiais e 2) crescimento dos folículos primários e secundários. Nessa fase, os 

folículos pré-antrais correspondem a cerca de 90-95% da população folicular 

ovariana. Os folículos primordiais, conhecidos também como folículos quiescentes, 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925443912001214
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925443912001214
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925443912001214
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925443912001214
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são considerados o pool de estoque de folículos ovarianos (FIGUEIREDO et al., 

2008). Um estudo recente demonstrou que folículos primordiais ovinos distribuem-se 

no ovário de forma heterogênea e sua densidade varia de acordo com as áreas 

distintas do mesmo córtex ovariano, entre os ovários do mesmo animal e em 

diferentes fêmeas ovinas (FRANSOLET et al., 2014).  

 

Figura 1 – Desenho esquemático da oogênese e da foliculogênese. 

 

 

Fonte: Adaptado de Figueiredo et al. (2008). 

 

O folículo primordial é caracterizado por um oócito imaturo (núcleo em prófase 

I) circundado por uma camada de células somáticas pavimentosas, denominadas de 
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células da pré-granulosa ou da granulosa (FORTUNE et al., 2013; MONNIAUX, 

2016). Em ovelhas, as células da granulosa dos folículos primordiais são derivadas 

de células mesoteliais originadas do epitélio de superfície do ovário e do mesonéfron 

(MCNATTY et al., 2000; JUENGEL et al., 2002). O oócito desempenha importante 

papel no que diz respeito à organização folicular, pois supõe-se que o oócito 

controla a proliferação, diferenciação e secreção de células da granulosa. Além 

disso, as células da granulosa são indispensáveis ao crescimento oocitário, 

diferenciação, meiose, maturação citoplasmática, e controle de atividade 

transcricional dentro do oócito (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005; BINELLI; MURPHY, 

2010). A função reprodutiva das fêmeas necessita de desenvolvimento cíclico e 

maturação folicular após ativação contínua de folículos primordiais que ocorre ao 

longo da vida reprodutiva da fêmea. Entretanto, ainda não são bem conhecidos 

quais os fatores necessários para a ativação e continuação do crescimento e 

diferenciação oocitária (TELFER; ZELINSK, 2013).  

O início do crescimento folicular, denominado de ativação folicular, é 

caracterizado por mudança no formato das células da granulosa que passam de 

pavimentosas a cúbicas; proliferação celular e aumento do diâmetro oocitário (SILVA 

et al., 2004; ADHIKARI; LIU 2009; MONNIAUX, 2016). Sabe-se que o início do 

desenvolvimento do folículo primordial é fundamental para a fertilidade e aptidão 

reprodutiva. Nesse sentido, muitos estudos têm sido realizados para entender os 

mecanismos que controlam a ativação de folículos primordiais em ovelhas (SANTOS 

et al., 2014a; BERTOLDO et al., 2016; CAVALCANTE et al., 2016).  

Estudos in vitro demonstraram que a ativação de folículos primordiais de 

ovelhas é influenciada por: Fator de Crescimento Fibroblástico-2 (FGF-2) (SANTOS 

et al., 2014a) sozinho ou em associação com EGF e o FSH (ESMAIELZADEH et al., 

2013), bem como o Kit ligand (KL) sozinho (CAVALCANTE et al., 2016) ou 

associado ao Fator Neurotrófico Derivado das Células Gliais (GDNF) e FSH 

(ESMAIELZADEH et al., 2013). Entretanto, a Proteína Morfogenética Óssea-4 (BMP-

4) não mostrou nenhuma influência na ativação de folículos primordiais ovinos 

(BERTOLDO et al., 2014). 

Com a proliferação das células da granulosa, formando de duas ou mais 

camadas em volta do oócito, bem como o aparecimento das células da teca (a partir 

das células do estroma), têm-se a formação dos folículos secundários (MONNIAUX, 

2016). As células da teca desempenham importante papel no desenvolvimento 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Esmaielzadeh%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23139200
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Esmaielzadeh%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23139200
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folicular: síntese de andrógenos para conversão em estrógenos pelas células da 

granulosa, proporcionar comunicação entre células de granulosa e oócitos, além de 

fornecer suporte estrutural para o folículo à medida que progride através dos 

estádios de desenvolvimento para produzir um oócito maduro e fertilizável (YOUNG; 

MCNEILLY, 2010). Nestes folículos, também é possível observar o aparecimento da 

zona pelúcida (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005).  

Nos folículos secundários, assim como nos folículos antrais, a comunicação 

entre as células da granulosa e o oócito é realizada por junções intercomunicantes 

ou junções Gap. Estas junções tem como funções a passagem de aminoácidos, 

nucleotídeos, hormônios, fatores de crescimento, íons inorgânicos, segundos 

mensageiros, entre outros (GOUGEON, 2010). Um estudo demonstrou que a 

Proteína Morfogenética Óssea-15 (BMP-15) está envolvida na transição de folículo 

primário para folículo secundário em ovinos (GALLOWAY et al., 2000). Além disso, 

outro estudo demonstrou que a utilização de meio de cultivo sequencial contendo 

FSH, EGF, GDF-9 e FGF-2 pode favorecer um aumento significativo de folículos 

secundários após 18 dias de cultivo de tecido ovariano ovino (PENG et al., 2010). 

 

2.1.1.2.2. Fase antral 

 

Os folículos antrais são divididos em: folículos terciários (antral inicial) e pré-

ovulatórios (FIGUEIREDO et al., 2008; CELESTINO et al., 2009). Esse processo é 

caracterizado pelo crescimento, recrutamento, seleção e dominância folicular 

(HENNET; COMBELLES, 2012). 

Com a intensa proliferação e reorganização das células da granulosa do 

folículo secundário, começa a ocorrer acúmulo de líquido entre elas, formando uma 

cavidade antral, o que caracteriza os folículos terciários (MONNIAUX, 2016). O fluido 

folicular é oriundo tanto da corrente sanguínea quanto de componentes secretados 

por células somáticas foliculares, sendo rico em substâncias, tais como esteroides, 

proteínas, hormônios, anticoagulantes, enzimas e eletrólitos. O fluido banha o oócito 

durante seu desenvolvimento e medeia a comunicação entre as células dentro dos 

folículos (HENNET; COMBELLES, 2012). Estudo recente demonstrou que a 

presença das Aquoporinas 3 e 9 parece ser essencial para a formação da cavidade 

antral em folículos secundários ovinos isolados cultivados in vitro. Os autores 

sugerem que a presença destes canais pode ser essencial para o fornecimento de 

http://www.reproduction-online.org/search?author1=A+S+McNeilly&sortspec=date&submit=Submit
http://www.reproduction-online.org/search?author1=A+S+McNeilly&sortspec=date&submit=Submit
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água e solutos, formação de fluido folicular e, consequentemente, desempenha um 

importante papel durante a foliculogênese ovina (SALES et al., 2015). 

Outros autores relataram que após a formação da cavidade antral, os folículos 

tornam-se dependentes de gonadotrofinas, especialmente do FSH (CIFTCI, 2014). A 

atuação do FSH é mais direcionada às células da granulosa, estimulando a 

proliferação celular, a síntese de esteroides e a expressão de receptores para EGF e 

LH (MARTINS et al., 2008). Estudos recentes demonstraram que há um aumento 

significativo na formação de antro quando folículos secundários ovinos isolados são 

cultivados na presença do EGF (SANTOS et al., 2014b), ou na associação de LIF e 

FSH (LUZ et al., 2012).  

Quando o folículo terciário aumenta seu diâmetro, e as suas células da 

granulosa se diferenciam em células do cumulus (próximas ao oócito) e em células 

murais (próximas à membrana basal), têm-se a formação do folículo pré-ovulatório 

(MAGALHÃES et al., 2009; MONNIAUX, 2016). Durante o processo de 

desenvolvimento folicular terminal, o oócito atinge competência para a retomada da 

meiose e para ser fecundado, e as células da granulosa murais sofrem maturação 

final e tornam-se altamente responsivas ao estrógeno e ao LH (MONNIAUX, 2016). 

Sendo assim, com o pico de LH, o oócito retoma a meiose, e é ovulado para 

posterior fecundação (DRUMMOND, 2006; MONNIAUX, 2016). 

 

2.1.2. Relação entre atresia folicular, mitocôndria e estresse oxidativo 

 

A população folicular em ovários ovinos é de 160.000 (DRIANCOURT; WEBB; 

FRY, 1991). No entanto, a maioria dos oócitos, cerca de 90%, está contida em 

folículos pré-antrais, e apenas 0,1% atinge à ovulação; o restante sofre atresia ou 

morte folicular (FIGUEIREDO et al., 2008). Sendo assim, a atresia folicular é o 

principal processo responsável pela perda folicular e oócitária (YAN et al., 2016). 

Inicia-se na vida pré-natal, e tem grande importância durante a vida adulta da fêmea, 

pois garante que apenas os folículos antrais mais saudáveis, contendo oócitos de 

qualidade, permanecem disponíveis durante todo o período reprodutivo para 

posterior fecundação (TOWNSON; COMBELLES, 2012). A atresia pode ocorrer por 

degeneração (necrose) e/ou apoptose (Figura 2). 

A necrose ocorre devido à ação de fatores externos à célula tais como 

isquemia, calor ou agente tóxico. Esse tipo de morte celular inicia-se com um 
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comprometimento da capacidade da célula de manter a homeostase, implicando em 

influxo de água e íons extracelulares. As organelas intracelulares, principalmente as 

mitocôndrias, e toda a célula apresentam turgidez e ruptura (lise celular). Devido ao 

rompimento da membrana plasmática, o conteúdo citoplasmático, incluindo as 

enzimas, são liberadas para o fluido extracelular, que in vivo, é muitas vezes 

associada a danos extensos aos tecidos, culminando com uma intensa resposta 

inflamatória (SUKHOTNIK; ROFE, 2014). 

A apoptose é um processo ativo mediado por genes, determinado pelo 

desequilíbrio entre os genes pró e anti-apoptóticos (HUSSEIN, 2005). As células 

apresentam alterações em níveis nuclear, especialmente em relação à cromatina, e 

citoplasmático, com comprometimento estrutural e funcional de organelas 

(BOTTONE et al., 2013). As células apresentam volume celular diminuído, 

condensação nuclear, fragmentação do DNA, cálcio citosólico aumentado, formação 

de corpos apoptóticos e membrana citoplasmática permanecendo intacta durante o 

estágio inicial (HONGMEI et al., 2012; SUKHOTNIK; ROFE, 2014). (Figura 2).  

 

Figura 2 - Características morfológicas de necrose e apoptose. 

 

Fonte: Adaptado de Anazetti; Melo, (2007). 
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Segundo Gumus; Kilic; Zulfikaroglu (2013), até o presente momento, muitos 

fatores relacionados à apoptose estão envolvidos na atresia folicular, tais como os 

ligantes e seus receptores de morte, proteínas da família Bcl-2, Nodal (membro da 

família do fator de transformação do crescimento beta - TGFβ), caspases, fatores de 

crescimento, gonadotrofinas e cálcio. A apoptose ocorre por duas vias: extrínseca e 

intrínseca (Figura 3). A via extrínseca ocorre quando receptores de morte, presente 

na superfície celular, são ativados pelos seus respectivos ligantes, desencadeando 

ativação das caspases 8 e 3, implicando na morte celular (HAPPO; STRASSER; 

CORY, 2012). Porém na via intrínseca, a mitocôndria é o principal mediador. A 

mitocôndria agrega os estímulos direcionados à morte celular, provocando a 

permeabilização mitocondrial com concomitante liberação de moléculas pró-

apoptóticas (Bax, por exemplo) (DESAGHER; MATINOU, 2000). Sendo assim, nesta 

via, o citocromo c é liberado da mitocôndria para o citosol. O citocromo c irá se ligar 

ao Fator de ativação de protease apoptótica 1 (Apaf-1), que por sua vez, ativa a 

caspase-9 para a formação do complexo apoptossoma. Este complexo ativa a 

caspase-3, levando à morte celular (GOGVADZE; ORRENIUS; ZHIVOTOVSKY, 

2006). A apoptose pode ser encontrada, principalmente, nos oócitos de folículos 

primordiais, e progressivamente nas células da granulosa de folículos em 

crescimento (BONNET et al., 2013). 

 

Figura 3 – Eventos apoptóticos observados nas vias extrínseca e intrínseca.  

 

Fonte: Faustino et al., (2011). 
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As mitocôndrias têm o importante papel de suprir a necessidade de 

adenosinta trifosfato (ATP) (Figura 4) durante o desenvolvimento oocitário e 

embrionário (WILDING et al., 2001), e assim, quando as mitocôndrias permanecem 

metabolicamente ativas, permitem melhores taxas de crescimento folicular, oocitário 

e embrionário (WANG et al., 2012; GOUVEIA et al., 2016). Entretanto, espécies 

reativas de oxigênio (EROs) e o estresse oxidativo, ocasionado pelo desequilíbrio 

entre a síntese e neutralização de EROs (THOMPSON; FRANKLIN, 2010; (MARCHI 

et al., 2012; LUDERER, 2014) podem desencadear a apoptose pela via intrínseca 

(via mitocondrial), por meio da modificação oxidativa de macromoléculas, danos na 

membrana celular e de organelas, como nas mitocôndrias, danos no DNA, 

inativação de enzimas, e por fim, a morte celular (FIERS et al., 1999; CIRCU; AW, 

2010; REN et al., 2010).  

Cada vez mais tem sido mostrado que EROs estão envolvidos no início da 

apoptose em folículos antrais após a retirada de hormônios gonadotróficos e a 

exposição a produtos químicos (ftalatos, por exemplo) e radiação ionizante. Estudos 

também têm demonstrado efeitos protetores de antioxidantes e/ou evidência de 

danos oxidativos na atresia de folículos primordiais e primários, sugerindo que EROs 

podem desempenhar papel negativo em folículos pré-antrais. Além disso, danos 

oxidativos aos lípidos no oócito têm sido considerados como causa de qualidade 

oocitária persistentemente baixa após a exposição precoce às diversas substâncias 

tóxicas, e que o desenvolvimento de células germinativas ovarianas durante a vida 

fetal também têm demonstrado ser sensível a substâncias tóxicas e radiação, que 

induzem o estresse oxidativo (LUDERER, 2014).  

 As EROs são produzidas a partir do oxigênio molecular como resultado do 

metabolismo natural das células (AGARWAL et al., 2003; CIRCU; AW, 2010; 

BIRBEN et al., 2012), geradas principalmente como subprodutos da respiração 

mitocondrial (CUI; KONG; SHANG, 2012; YU; BENNETT, 2014). A cadeia de 

transporte de elétrons recebe elétrons (e-) de Nicotinamida Adenina Dinucleotídeo 

reduzida (NADH) e do Dinucleotídeo de flavina e adenina  reduzido (FADH2) e 

medeia a transferência de elétrons do complexo I para o complexo IV, via 

ubiquinona (Ub) e citocromo c (C). No complexo IV, os elétrons reduzem o oxigênio 

molecular para formação de molécula de água. À medida que os elétrons são 

transportados, um gradiente de próton (H+) é criado através da membrana 
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mitocondrial interna (MMI). O Complexo V (ATP sintase) utiliza este gradiente para 

converter adenosina difosfato (ADP) a ATP (YU; BENNETT, 2014). As três principais 

EROs que são de significado fisiológico são ânion superóxido (O2
-), radical hidroxila 

(.OH) e peróxido de hidrogênio (H2O2) (BIRBEN et al., 2012). O2
- é formado nos 

complexos I e III e é convertido à H2O2 pela matriz de manganês superóxido 

dismutase (MnSOD). O H2O2 poderá ser reduzido à água pela catalase ou glutationa 

peroxidase (GSH-Px) (YU; BENNETT, 2014) (Figura 4). 

As EROs, em baixas concentrações, são consideradas importantes 

mensageiros intracelulares para diferentes funções fisiológicas (AGARWAL et al., 

2003; CIRCU; AW, 2010). Para isso, a célula precisa estar em homeostase, a qual é 

conseguida através de um equilíbrio entre compostos pró-oxidantes (íons metais e 

EROs, por exemplo) e antioxidantes (GUPTA e tal., 2010).  

 

Figura 4 - Cadeia respiratória mitocondrial.  

 

Fonte: Adaptado de Yu; Bennett, 2014. 

 

Os antioxidantes são substâncias que atuam na redução do estresse 

oxidativo (BHATTACHARYY et al., 2014). São considerados agentes antioxidantes 

presentes nos tecidos corporais, inclusive no ovário mamífero: 1) enzimas que 

removem cataliticamente radicais e espécies reativas, como por ex., as enzimas 
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superóxido dismutase (SOD), glutationa redutase, glutationa peroxidase (GSH-Px) e 

catalases; 2) proteínas que minimizam a disponibilidade de pró-oxidantes (íons ferro 

e íons cobre), como por ex., as transferrinas, ferritinas, metalotioneinas e 

haptoglobinas; 3) proteínas que protegem processos celulares contra danos 

oxidativos através de mecanismos não enzimáticos, como por ex., as proteínas de 

estresse; 4) moléculas de baixo peso molecular que possuem a capacidade de 

captar EROs via auto-oxidação, como por ex., glutationa e aquelas que possuem 

grupo tiol (SH), ou 5) vitaminas como α-tocoferol, ácido ascórbico e caroteno 

(BERRA; MENCK, 2006; DEVINE; PERREAULT; LUDERER, 2012; 

BHATTACHARYY et al., 2014; MENG et al., 2016).  

As enzimas SOD, GPSH-Px e catalase são envolvidas na proteção das 

células contra danos celulares causados, respectivamente, pelo O2
- e H2O2 

BHATTACHARYY et al., 2014) (Figura 4). A glutationa é composta pelos 

aminoácidos glutamato, cisteína e glicina, sendo encontrada em todas as células 

eucaróticas e é um dos principais antioxidantes não enzimáticos. Está geralmente 

presente na célula como uma mistura de sua forma reduzida, GSH, e sua forma 

dimérica ligada a dissulfeto, GSSG, e juntamente às enzimas GSH-Px e glutationa 

S-transferase (BACHHAWAT et al., 2013; BHATTACHARYY et al., 2014).  

Especula-se que o dano cumulativo às mitocôndrias e ao DNA mitocondrial 

(mtDNA) causado por EROs é uma das causas do envelhecimento celular. O dano 

oxidativo afeta a replicação e a transcrição do mtDNA e resulta em um declínio na 

função mitocondrial que, por sua vez, leva a uma produção aumentada de EROS e a 

mais danos ao mtDNA (CUI; KONG; SHANG, 2012). Sendo assim, em mamíferos, 

há uma estreita relação entre mitocôndrias e o declínio da qualidade oocitária 

durante o envelhecimento ovariano. Qualitativamente, com a instabilidade do DNA, 

durante o envelhecimento mitocondrial, ocorre um acúmulo de mutações do mtDNA, 

que causa redução da competência oocitária, declínio da reserva ovariana e o risco 

de transmissão de anormalidades mitocondriais para a prole. Quantitativamente, a 

biogênese mitocondrial é crucial durante a oogenesis para a constituição de uma 

reserva mitocondrial suficientemente grande para permitir desenvolvimento 

embrionário inicial normal e para evitar a ativação prematura da biogênese 

mitocondrial. Além disso, o envelhecimento ovariano também afeta seriamente a 

natureza dinâmica em torno da biogênese mitocondrial nas células da granulosa, 
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que podem fornecer biomarcadores alternativos interessantes da qualidade do 

oócito (MAY-PANLOUP et al., 2016) (Figura 5). 

Sabendo-se da grande perda folicular, que ocorrem naturalmente in vivo, e 

que o excesso de EROs pode causar danos celulares e mitocondriais, e por fim a 

atresia folicular, vem sendo aprimoradas biotécnicas reprodutivas, tais como a 

Biotécnica de Manipulação de Oócitos Inclusos em Folículos Ovarianos Pré-Antrais 

(MOIFOPA). 

 

Figura 5 - Visão geral de múltiplas implicações da mitocôndria no envelhecimento 

ovariano e suas consequências deletérias sobre a função reprodutiva. 

 

Fonte: Adaptado de May-Panpaloup et al. (2016). 

 

2.1.3. MOIFOPA  

 

A MOIFOPA, também conhecida como “ovário artificial”, é uma biotécnica que 

tem como objetivos o isolamento, a conservação (resfriamento ou criopreservação) 

e/ou cultivo de folículos ovarianos pré-antrais para possibilitar que os seus oócitos 

imaturos tornem-se maturos e aptos à fecundação in vitro, evitando a atresia 

(FIGUEIREDO et al., 2008).  

 

2.1.3.1. Aplicações da MOIFOPA em ovários ovinos 

 

Em relação à produção de embriões ovinos a partir de oócitos obtidos após o 

cultivo in vitro de folículos pré-antrais, os resultados ainda não são satisfatórios 
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(ARUNAKUMARI; SHANMUGASUNDARAM; RAO, 2010; LUZ et al., 2012). Isto se 

deve ao fato da fase pré-antral ser complexa e muitos de seus mecanismos ainda 

não serem elucidados (FIGUEIREDO et al., 2008). Além do mais, ao contrário dos 

oócitos de folículos antrais, os oócitos de folículos pré-antrais necessitam de longo 

período de cultivo para alcançar o crescimento in vitro e posterior desenvolvimento 

de sua competência (PICTON, 2008).  

No que diz respeito à criopreservação ovariana em ovelhas, estudos 

demonstraram que é possível obter nascidos vivos após o transplante de ovário 

inteiro (IMHOF et al., 2006) e de tecido ovariano (SALLE et al., 2002; 2003)  

criopreservados. Nesse sentido, no tocante à medicina veterinária, a 

criopreservação pode contribuir para a composição de banco de germoplasma de 

animais de alto valor zootécnico (FIGUEIREDO et al., 2008). Além disso, devido à 

região cortical ovariana ovina apresentar grande quantidade de fibra colágena, com 

distribuição de folículos primordiais similar ao ovário humano, o ovário ovino tem 

sido considerado um modelo adequado para estudos em humanos, e por isso, vários 

estudos utilizaram o tecido ovariano (GOSDEN et al., 1994; LONARGE et al., 2006; 

SAUVAT et al., 2013; FRANSOLET et al., 2014) ou o folículo isolado (vitrificado e 

cultivado) (LUNARDI et al., 2015). 

 

 

2.1.3.2. Tipos e sistemas de cultivo de folículos pré-antrais 

 

Na tentativa de otimizar o potencial reprodutivo das fêmeas mamíferas,  

folículos ovarianos vem sendo cultivados inclusos em ovário inteiro ou fragmentos 

do córtex ovariano (in situ) ou isolados (SOUZA, 2013) (Figura 6). Devido ao 

tamanho do ovário ovino, o cultivo folicular é realizado apenas em fragmentos do 

córtex ovariano ou de forma isolada. Dentre esses, o cultivo de folículos pré-antrais 

isolados de ovários ovinos tem sido utilizado para testar diferentes substâncias 

sozinhas ou em associação, períodos de cultivo, viabilidade após processo de 

criopreservação, monitoramento do folículo durante todo o cultivo, bem como de 

sistemas de cultivo (LUZ et al., 2012; LUNARDI et al., 2015; KAMALAMMA et al., 

2016; SADEGHNIA et al., 2016). O isolamento folicular tem sido realizado, 

preferencialmente, mecanicamente, ou seja, manualmente com auxílio de agulhas 

de 26 G acopladas a seringas de 1 mL, pois diferentemente do isolamento por ação 
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enzimática, proporciona a recuperação de mais folículos normais  (ARAÚJO et al., 

2014). 

 

Figura 6 - Desenho representativo dos tipos de cultivo in vitro de folículo ovariano. 

 

Fonte: Souza, (2013). 

 

Os sistemas de cultivo são do tipo bidimensional (2D) ou tridimensional (3D). 

No sistema 2D, o folículo pode ser cultivado diretamente sobre uma superfície 

plástica (placa de petri, por exemplo) ou sobre uma matriz extracelular composta, 

por exemplo, de colágeno ou matrigel ou de células somáticas  (Figura 7A). Em 

cultivo 3D, o folículo é envolto por uma matriz extracelular, que pode ser alginato, 

colágeno ou ágar gel (Figura 7B) (ARAÚJO et al., 2014). 

 

Figura 7 - Representação esquemática dos sistemas de cultivos bi e tridimensionais. 

 

 

Fonte: Adaptado de Araújo et al., (2014). 

Cabe ressaltar que o cultivo de folículo secundário isolado, em sistema 2D 

(diretamente sobre placa de petri) tem merecido destaque, pois até o momento, foi o 
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único a permitir a produção de embriões ovinos in vitro (ARUNAKUMARI; 

SHANMUGASUNDARAM; RAO, 2010; LUZ et al., 2012; LUZ et al., 2013). 

 

2.1.3.3. Meio de cultivo in vitro de folículos pré-antrais e antioxidantes  

 

Para melhor desenvolvimento de folículos secundários ovinos isolados in vitro 

em sistema 2D, têm-se utilizado, rotineiramente, meios comerciais, tais como o Meio 

Essencial Mínimo – alfa modificado (α-MEM) e o Meio de Cultivo de Tecido 199 

(TCM 199), suplementados com hormônios (insulina), substâncias energéticas 

(glutamina e hipoxantina) e proteicas (albumina sérica bovina – BSA) e/ou 

antioxidantes (selênio, transferrina e ácido ascórbico) (SANTOS et al., 2014b; 

KAMALAMMA, et al. 2016).  Devido às condições do cultivo in vitro, como por 

exemplo, composição do meio de cultivo, luz e concentração de O2 (ZAVAREH; 

TALEBI; HASANZADEH, 2015), ocorre a produção de altos níveis de EROs durante 

o metabolismo folicular (ABEDELAHI et al., 2010).  Na tentativa de reduzir os danos 

celulares ocasionados pelo excesso de EROs, justifica-se a adição de substâncias 

antioxidantes, tais como, o selênio (selenito de sódio), a transferrina e o ácido 

ascórbico, ao meio de cultivo folicular (DURLEJ et al., 2008; KERR et al., 2012; 

ABEDELAHI et al., 2010; SILVA et al., 2011; LUZ et al., 2013; SANTOS et al., 

2014b).  

O selênio é um micronutriente essencial que é incorporado a inúmeras 

proteínas selênio-dependentes, como, por exemplo, a GSH-Px, desempenhado 

importantes funções antioxidantes (BARRET; SHORT; WILLIAMS, et al., 2016; 

VEGA et al., 2016). Estudos mostraram que a sua forma ativa, selenito de sódio, 

aumentou as taxas de maturação oocitária e de produção de embriões após o cultivo 

de folículos pré-antrais murinos, através da redução dos níveis de EROs e do 

aumento da capacidade antioxidante total (CAT) e da enzima GSH-Px (ABEDELAHI 

et al., 2010). 

A tranferrina é um quelante, que além de transportar o ferro dentro da célula, 

remove metais tóxicos presentes no meio de cultivo (BARNES; SATO, 1980; 

CÓRDOVA et al., 2010), sendo fundamental, in vitro, para a diferenciação de células 

da granulosa cultivadas de folículos imaturos suínos (DURLEJ et al., 2008). 

A ação antioxidante do ácido ascórbico ou vitamina C, em processos de 

oxidação celular, ocorre através da redução nos níveis de EROs e do aumento nos 
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níveis intracelulares de GSH (LUTSENKO; CÁRCAMO; GOLDE, 2002; KERE et al., 

2013). Estudos recentes demonstraram que a suplementação do meio de cultivo in 

vitro com esse antioxidante promove o desenvolvimento folicular após o cultivo de 

fragmentos ovarianos caprinos, bovinos e equinos (SILVA et al., 2011; ANDRADE et 

al., 2012; GOMES et al., 2015).  

Além desses antioxidantes (selênio, transferrina e ácido ascórbico), outros 

vêm sendo testados no cultivo de folículos ovarianos pré-antrais. A adição do extrato 

do pólen da palmeira (Phoenix dactylifera) ao meio de cultivo de folículos 

secundários isolados murinos favoreceu a obtenção de altas taxas de crescimento 

folicular e de maturação oocitária (ABDOLLAHI et al., 2015). O ácido α-lipóico 

promoveu o desenvolvimento folicular, oocitário e embrionário após o cultivo de 

folículos pré-antrais murinos por meio da redução de EROs e do aumento da 

capacidade antioxidante total (CAT) (TALEBI et al., 2012). Em estudo recente, o 

composto Anetole, aumentou a retomada da meiose de oóctios caprinos de folículos 

secundários crescidos in vitro, e diminuiu os níveis de EROs (SÁ et al., 2015). Outro 

estudo recente, mostrou que a suplementação do meio com a coenzima Q10 

(CoQ10) melhorou os níveis de CAT e o desenvolvimento de folículos pré-antrais 

vitrificados em murinos (KASHKA; ZAVAREH; LASHKARBOLUKI, 2015).  

Recentemente, visando reduzir os custos para aquisição dos meios de cultivo, 

bem como para os suplementos antioxidantes adicionados a esses, nossa equipe 

vêm testando o extrato da planta medicinal Amburana cearensis, planta nativa da 

Caatinga, como meio alternativo. 

A Amburana cearensis (Allemão) A.C. Smith (Fabaceae) é uma árvore 

popularmente conhecida no Nordeste Brasileiro como "Cumaru", "Amburana", 

"Amburana de cheiro", "Emburana de cheiro" ou "Umburana" (ALBUQUERQUE et 

al., 2007). É uma das espécies nativas da caatinga mais indicada pela população 

local para fins terapêuticos. A planta A. cearensis é utilizada como xarope, chá, pó e 

“balas” no tratamento de doenças do sistema respiratório (sinusites) e digestório 

(prisão de ventre) (ROQUE; ROCHA; LOIOLA, 2010; LUCENA et al., 2013).  Esta 

planta tem sido bastante estudada devido aos seus efeitos antimicrobianos, anti-

inflamatório, broncodilatador, analgésico e antioxidante (ALBUQUERQUE et al., 

2007; LEAL et al., 2010). 

O primeiro estudo realizado por nossa equipe verificou o efeito do extrato A. 

cearensis na conservação de tecido ovariano caprino. Este estudo mostrou que o 
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extrato desta planta diluído em solução salina, na concentração de 0,2 mg/mL, 

manteve a percentagem de folículos pré-antrais caprinos morfologicamente normais 

e baixas taxas de apoptose de forma semelhante ao meio comercial (MEM), após 6 

horas de conservação a 4ºC (GOUVEIA et al., 2015). Em relação ao cultivo folicular 

in vitro, o extrato, na concentração de 0,1 mg/mL, sem adição de suplementos, 

manteve a sobrevivência e promoveu o desenvolvimento in vitro após 18 dias de 

cultivo de folículos secundários isolados de ovinos quando comparado ao meio 

controle (-MEM+) (BARBERINO et al., 2016). Além disso, em outro estudo, o 

extrato da A. cearensis, utilizado como meio de cultivo, na concentração de 0,2 

mg/mL, adicionado de suplementos e FSH melhorou o crescimento, os níveis de 

GSH e a atividade mitocondrial após 12 dias de cultivo de folículos secundários 

isolados de caprinos (GOUVEIA et al., 2016). Estes resultados ocorreram, 

provavelmente, devido a presença dos compostos ácido protocatecuico, ácido 

gálico, kaempferol, ácido p-cumárico e epicatequina (GOUVEIA et al., 2015) no 

extrato da planta, mais especificamente, do ácido protocatecuico, o qual foi 

encontrado em maior concentração nesse extrato. Estas substâncias têm 

demonstrado importante papel antioxidante (SHIN et al., 2014; PEI et al., 2016; 

SUCHAL et al., 2016; THAKARE; DHAKANE; PATEL, 2016). 

 

 

2.1.4. Ácido protocatecuico 

 

O ácido protocatecuico (PCA, ácido 3,4-di-hidroxibenzóico) (Figura 8) é um 

composto fenólico natural, encontrado em verduras, frutas, legumes e plantas 

medicinais (LIN et al., 2003; CHAN et al., 2004; KAKKAR; BAIS, 2014; GOUVEIA et 

al., 2015). É composto por um anel aromático, dois grupos hidroxila e um grupo 

carboxila, assemelhando-se estruturalmente aos ácidos gálico, cafeico, vanílico e 

siríngico. Em pressão atmosférica de 760 mm de Hg, o PCA possui pontos de 

ebulição e fusão de 410ºC e 210ºC, respectivamente. É solúvel em álcool, éter e 

moderadamente solúvel em água na proporção de 1: 50 (KAKKAR; BAIS, 2014), ou 

solúvel em água a 100 mM (ABCAM PRODUCT DATASHEET, 2015). 
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Figura 8 - Estrutura química do ácido protocatecuico (PCA).  

 

 

Fonte: Kakkar; Bais (2014). 

 

O PCA tem sido bastante estudado devido ao seu potencial neuroprotetor, 

cardioprotetor, antibacteriano, anticancerígeno, antidiabético, antiviral, analgésico, 

anti-inflamatório e antioxidante (KAKKAR; BAIS, 2014). A atividade antioxidante do 

PCA é atribuída à energia de dissociação dos grupos OH, devido à facilidade de 

perda do próton, e pode estar relacionada ao seu processo de degradação, por 

oxidação ou ionização (HATZIPANAYIOTTI et al., 2006). Esta ação antioxidante do 

PCA foi determinada in vitro por meio da quelação de íons metálicos e eliminação de 

EROs (LI et al., 2011). Em ratos, o PCA promoveu a diferenciação e reduziu a 

apoptose de células neuronais cultivadas in vitro através da redução nos níveis de 

EROs e aumento da atividade da enzima catalase (CAT) (GUAN et al., 2011). 

Autores demonstraram que o PCA atenua o estresse oxidativo induzido por H2O2 em 

células PC12 de ratos através do aumento nos níveis de GSH (GUAN et al., 2006b) 

e de glutationa peroxidase (SHI et al., 2006). Além disso, em relação às membranas 

celular ou mitocondrial, o PCA preveniu a disfunção no potencial de membrana 

mitocondrial de células PC12 expostas ou não ao 1-metil-4-fenilpiridínio (MPP+; 

neurotoxina) (AN et al. 2006; GUAN et al. 2006a), e inibiu a peroxidação lipídica de 

membranas plasmáticas de hepatócitos e hemólise induzida por H2O2 em eritrócitos  

de ratos (LIU et al., 1992)  (Figura 9). 
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Figura 9 – Mecanismos de ação do ácido protocatecuico (PCA).  

 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

 Estudos recentes demostraram que o PCA atua como cardioprotetor ao 

reduzir a taxa de apoptose e inibir a expressão da caspase-3 ativada em 

cardiomiócitos de ratos in vitro (TANG et al., 2015), e ao inibir a expressão do ligante 

Fas, receptor de morte Fas, Domínio de morte associado ao Fas (FADD), Bid, t-Bid, 

Bax, citocromo c, caspase-8, caspase-9 e caspase-3 ativadas (Figura 9). Além disso, 

o PCA diminuiu os achados histopatológicos em testículos de ratos após estresse 

oxidativo por 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) (BEYTUR et al., 2012). Um 

estudo recente demonstrou que o PCA aumentou a expressão de proteínas pró-

sobrevivência  como o Fator de Crescimento Semelhante à Insulina 1 (IGF1), e seu 

receptor (IGF1R), p-PI3K, P-Akt, Bcl-x, e Bcl-2 em coração de ratos hipertensos 

tratados durante oito semanas com este polifenol, quando comparado aos 

hipertensos não tratados (DENG et al., 2014). O PCA também aumentou a 

proliferação in vitro de células-tronco neurais de ratos (GUAN et al., 2009) e de 

condrócitos articulares de coelho (LUO et al., 2015). 

Autores também demonstraram que o PCA tem um potencial quimioterápico, 

dependendo da concentração utilizada, ao atuar seletivamente contra células 

cancerígenas humanas, devido à diminuição do potencial de membrana 

mitocondrial, redução da atividade da Na+-K+ ATPase, aumento das caspases-3 e 8 

ativadas, e fragmentação do DNA em células de câncer de pulmão, fígado, colo do 
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útero, mama e próstata, sem causar danos à membrana e sobrevivência de células 

não cancerígenas do pulmão, mama e próstata (YIN et al., 2009; SEMAMING et al., 

2015).  

Entretanto, apesar do potencial antioxidante mostrado em estudos prévios, 

ainda não há estudos in vitro relacionando o ácido protocatecuico e o cultivo de 

oócitos inclusos em folículos secundários ovinos isolados.  
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3. JUSTIFICATIVA 

 

A criação de ovinos no semiárido nordestino é favorecida pela capacidade de 

adaptação destes animais às condições ambientais locais, permitindo uma produção 

significativa de carne e pele, contribuindo para o desenvolvimento social e 

econômico da população local, principalmente, na renda familiar dos produtores 

rurais. Diante disso, diversas biotécnicas reprodutivas vêm sendo aprimoradas. 

Dentre estas, destaca-se a MOIFOPA, que busca entender os mecanismos 

envolvidos na foliculogênese inicial, e futuramente, aumentar o potencial reprodutivo 

desta espécie através do resgate, conservação, cultivo e posterior maturação in vitro 

de oócitos inclusos em folículos pré-antrais ovinos, evitando a atresia folicular.  

Sabe-se que alguns fatores tornam a MOIFOPA onerosa, como por exemplo, 

o meio utilizado para o cultivo in vitro de folículos ovarianos, bem como as 

substâncias utilizadas para a suplementação deste meio. Por outro lado, vários 

estudos já mostraram que os antioxidantes são necessários como suplementos no 

meio de cultivo para minimizar os danos foliculares causados pelo estresse 

oxidativo. Neste sentido, buscando reduzir os custos com as pesquisas, nossa 

equipe têm desenvolvido trabalhos com o extrato de Amburana cearensis, planta 

nativa da Caatinga, o qual tem sido bastante estudado devido aos seus efeitos 

antioxidantes. O extrato de A. cearensis manteve a sobrevivência e promoveu o 

desenvolvimento in vitro de folículos secundários isolados de ovinos e caprinos. Isto 

ocorreu, provavelmente, devido à ação do ácido protocatecuico (PCA), constituinte 

químico encontrado em maior concentração neste extrato. 

O PCA é um composto natural que tem apresentado importante efeito 

citoprotetor em diferentes tipos de células, reduzindo o estresse oxidativo e a 

apoptose, e favorecendo a sobrevivência e a proliferação celular. Diante disto, a 

utilização deste composto, como único antioxidante adicionado ao meio de cultivo, 

em substituição a três antioxidantes (selênio, ácido ascórbico e transferrina), poderia 

favorecer a sobrevivência, o desenvolvimento folicular e a obtenção de oócitos 

viáveis para maturação e posterior fertilização in vitro. Além de uma maior 

praticidade, a adição do PCA ao meio de cultivo de base também poderia agregar 

valor à A. cearensis devido à possibilidade de sua obtenção a partir deste extrato, o 

que no futuro, poderia auxiliar na redução de custos desta biotécnica reprodutiva.  
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4. HIPÓTESE CIENTÍFICA 

 

A adição do ácido protocatecuico, em meio isento de antioxidante, mantém a 

sobrevivência e promove o desenvolvimento in vitro de oócitos inclusos em folículos 

secundários ovinos isolados cultivados durante 12 dias. 
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5. OBJETIVOS 

 

 

5.1 Objetivo Geral 

  Estudar o efeito do ácido protocatecuico sobre o desenvolvimento in vitro de 

folículos secundários ovinos isolados.  

 

5.2 Objetivos Específicos 

  Verificar o efeito de diferentes concentrações (56,25; 112,5; 225; 450 ou 900 

µg/mL) do ácido protocatecuico, adicionado ao meio de cultivo isento de 

antioxidante, em comparação ao meio de cultivo adicionado de antioxidantes 

(transferrina, selênio e ácido ascórbico), sobre: 

1) A morfologia, a formação de antro e o crescimento folicular 

2) Os níveis intracelulares de gluationa (GSH) 

3) Mitocôndrias ativas 

4)  Retomada da meiose 

5) Fragmentação de DNA de oócitos inclusos em folículos secundários ovinos 

isolados cultivados in vitro ao longo de 12 dias.  
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Use of protocatechuic acid as the sole antioxidant in the base medium for in 
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Abstract 

 

The present study evaluated the effect of the protocatecuic acid (PCA) as the sole 

antioxidant in the base medium for in vitro culture of ovine secondary follicles. 

Secondary follicles (200-230 μm) were isolated and cultured in α-Minimal Essential 

Medium supplemented with BSA, insulin, glutamine and hypoxanthine (α-MEM: 

antioxidant free-medium) or α-MEM also added by transferrin, selenium and ascorbic 

acid (α-MEM+: with antioxidant) or α-MEM added by PCA (56.25; 112.5; 225; 450 or 

900 µg/mL). Moreover, after culture, oocytes were matured and the chromatin 

configuration and DNA fragmentation were evaluated. After 12 days, the treatment 

containing 56.25 µg/mL PCA showed higher percentage of normal follicles than 

control medium or the other treatments (P<0.05), except for 900 µg/mL PCA 

(P>0.05). The antrum formation was significantly higher in treatments containing 

56.25; 112.5 or 900 µg/mL PCA, compared to the α-MEM and similar (P>0.05) to the 

other treatments. The rates of fully grown oocytes (≥110 µm) were similar (P>0.05) 

among all treatments containing PCA and α-MEM+, and those were superior 

(P<0.05) than α-MEM, except for 450 µg/mL PCA (P>0.05). GSH levels and 

mitochondrial activity were higher (P<0.05) in α-MEM+ compared to the α-MEM and 

similar (P>0.05) to all PCA treatments. The rates of meiotic resumption and DNA 

fragmentation were similar (P>0.05) among α-MEM+ and 56.25 µg/mL PCA. In 

conclusion, PCA at 56.25 µg/mL as the sole antioxidant added to the medium for 

ovine isolated secondary follicle culture maintains follicular survival, GSH and active 

mitochondria levels, meiotic developmental competence and DNA integrity of 

cultured oocytes. 
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Introduction 

 

The in vitro culture of secondary follicles could be a good strategy to increase the 

production of meiotically competent oocytes (Silva et al. 2016) besides providing a 

contribution to our understanding of ovarian folliculogenesis (Arunakumari et al. 

2010). However, the number of ovine embryos produced from in vitro ovine isolated 

secondary follicles is still unsatisfactory (Arunakumari et al. 2010; Luz et al. 2012). 

One of the factors that may contribute to these results is oxidative stress.  

Studies have shown that in vitro conditions for the culture of ovarian follicles, oocytes 

and embryos can affect oxidative homeostasis, increasing the reactive oxygen 

species (ROS) levels, causing damage to the cell membranes and to DNA, 

inactivation of enzymes and finally cell death (Circu and Aw 2010; Succu et al. 2014; 

Sá et al. 2015). Therefore, the addition of antioxidant substances to the in vitro 

culture medium improves cellular development through the balance between ROS 

and the antioxidant system (Abedelahi et al. 2010; Talebi et al. 2012). Some 

antioxidants such as selenium, transferrin and ascorbic acid have been commonly 

added to the base culture medium of ovine ovarian follicles (Luz et al. 2012; 2013; 

Santos et al. 2014; Barberino et al. 2016). Recently, a substance that has 

demonstrated important antioxidant action is protocatechuic acid (Guan et al.2006a; 

Li et al. 2011). 

Protocatechuic acid (PCA, 3,4-dihydroxybenzoic acid) is a natural phenolic 

compound found in vegetables, grains, fruits and medicinal plants (Lin et al. 2003; 

Kakkar and Bais 2014; Gouveia et al. 2015). In vitro studies have demonstrated that 

PCA exert its antioxidant action through metal ion chelation, elimination of ROS and 

increase in the levels of antioxidant factors like total glutathione and catalase (Guan 

et al. 2006a; Guan et al. 2011; Li et al. 2011). PCA at 0,006 mM (approximately 900 

µg/mL) maintained the proliferation of rat neural cells (Guan et al. 2009) and at 50, 

100, 150 or 200 μg/mL, PCA prevented loss of PC12 cells (adrenal gland; 

heochromocytoma) viability after exposure to hydrogen peroxide (H2O2) (Shi et al. 

2006). Moreover, PCA promoted in vitro proliferation of rabbit articular chondrocytes 

(Luo et al. 2015). Little is known about the effects of PCA on mammalian 

reproduction. PCA exerted cytoprotective actions by decreasing the histopathological 

findings in rat testis exposed to the oxidative stress induced by the toxin 2,3,7,8-
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tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) (Beytur et al. 2012). However, there is no report 

on the effect of PCA on the in vitro culture of ovarian follicles.  

Knowing that at excessive concentration, antioxidant agents may act as pro-oxidants 

(Talebi et al. 2012), the aim of the present study was to evaluate the effect of 

different concentrations of PCA as the sole antioxidant added to the culture medium 

in comparison to the medium supplemented with three antioxidants typically used 

(transferrin, selenium and ascorbic acid) on the morphology, development, the levels 

of GSH and active mitochondria, meiotic resumption and DNA fragmentation of ovine 

secondary follicles cultured in vitro. 

 

 

Material and methods  

 

Unless indicated, media, protocatechuic acid, supplements and chemicals used in 

the present study were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). 

 

 

Source of ovaries  

 

This experiment was conducted according to the ethical guidelines of the Ethics 99 

Committee on Animal Use at the Federal University of San Francisco Valley (protocol 

100 number 0002/170516). 

Ovaries (n = 120) were collected at a local abattoir from 60 adult mixed-breed sheep. 

Immediately postmortem, pairs of ovaries were washed once in 70% alcohol and 

then twice in Minimum Essential Medium buffered with HEPES (MEM-HEPES) and 

supplemented with antibiotics (100 µg/mL penicillin and 100 µg/mL streptomycin). 

Next, the ovaries were transported within 1 h to the laboratory in tubes containing 

MEM-HEPES with antibiotics at 4 ºC.  

 

 

Isolation and selection of ovine secondary follicles 

 

Isolation, selection, culture and follicular evaluation were performed according to 

Gouveia et al. (2016). In the laboratory, the surrounding fatty tissues and ligaments 
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were stripped from the ovaries; large antral follicles and corpora lutea were removed. 

Ovarian cortical slices (1-2 mm thick) were cut from the ovarian surface using a 

surgical blade under sterile conditions and subsequently placed in holding medium 

consisting of MEM-HEPES with antibiotics. Ovine secondary follicles, approximately 

200-230 µm in diameter without antral cavities, were visualized under a 

stereomicroscope (SMZ 645 Nikon, Tokyo, Japan) and mechanically isolated by 

microdissection using 26-gauge (26 G) needles. These follicles were then transferred 

to 100 µL droplets containing base culture medium for the evaluation of quality. Only 

follicles that displayed the following characteristics were selected for culture: an intact 

basement membrane, two or more layers of granulosa cells and a visible and healthy 

oocyte that was round and centrally located within the follicle, without dark 

cytoplasm. Isolated follicles were pooled and then randomly allocated to the 

treatment groups, with approximately 55 follicles per group. 

 

 

In vitro culture of ovine secondary follicle (experimental protocol)  

 

After selection, the follicles were randomly divided into eight study groups and 

individually cultured (one follicle per droplet) in 100 µL droplets of culture medium 

under mineral oil in petri dishes (60 x 15 mm, Corning, USA). The base control 

medium consisted of α-MEM (pH 7.2-7.4) supplemented with 3.0 mg/mL BSA, 10 

ng/mL insulin, 2 mM glutamine and 2 mM hypoxanthine (antioxidant free-medium, 

called α-MEM). To verify the effect of the antioxidants generally used, this medium 

was also added by 5.5 µg/mL transferrin, 5.0 ng/mL selenium and 50 µg/mL ascorbic 

acid (medium containing antioxidants, called α-MEM+). Moreover, to verify the effects 

of PCA as the sole antioxidant present in the medium, different concentrations of 

PCA (56.25; 112.5; 225; 450 or 900 µg/mL) were added to the control medium (α-

MEM; without antioxidants) (Fig. 1). The concentrations of PCA were chosen based 

on previous studies (Shi et al. 2006; Guan et al. 2009; Gouveia et al. 2015). All 

follicles were cultured at 39oC under 5% CO2 for up to 12 days. Every 2 days, in all 

treatments, 60 µL of the culture media was replaced with fresh media. 
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Morphological evaluation of follicle development  

 

The morphological aspects of all follicles were assessed every 6 days using a pre-

calibrated ocular micrometer in a stereomicroscope (SMZ 645 Nikon) at x 100 

magnification. Only those follicles showing an intact basement membrane, with bright 

and homogeneous granulosa cells and an absence of morphological signs of atresia 

were classified as morphologically normal follicles. Follicular atresia was recognized 

when a darkening of the oocytes and surrounding cumulus cells or misshapen 

oocytes was noted. The rupture of the basement membrane was also observed and 

characterized as oocyte extrusion. The following characteristics were analyzed in the 

morphologically normal follicles: (i) antral cavity formation, defined as the emergence 

of a visible translucent cavity within the granulosa cell layers, (ii) the diameter of 

healthy follicles, measured from the basement membrane, which included two 

perpendicular measurements of each follicle, and (iii) the daily growth rate, calculated 

as the diameter variation during the culture period (12 days). In addition, after 12 

days of culture, all healthy follicles were mechanically opened with 26 G needles 

under a stereomicroscope for oocyte recovery. The percentage of fully grown 

oocytes, i.e., oocyte ≥ 110 µm, was calculated as the number of acceptable quality 

oocytes (≥ 110 µm) recovered out of the total number of cultured follicles (x 100). 

 

 

Assessment of GSH intracellular levels and metabolically active mitochondria 

 

 After culture, the oocytes were recovered and intracellular reduced glutathione 

(GSH) and mitochondrial activity were measured as previously described (Gouveia et 

al. 2016). Briefly, 4-chloromethyl-6.8-difluoro-7-hydroxycoumarin (CellTracker® Blue; 

CMF2HC; Invitrogen Corporation) and MitoTracker Red (MitoTracker® Red, 

CMXRos, Molecular Probes, Melbourne, Victoria, Australia) were used to detect 

intracellular GSH and mitochondrial activity levels as blue and red fluorescence, 

respectively. Oocytes were incubated in the dark for 30 min in PBS supplemented 

with 10 mM of CellTracker® Blue and 100 nM MitoTracker® Red at 39 ºC. After 

incubation, the oocytes were washed with PBS and the fluorescence was observed 

under an epifluorescence microscope with UV filters (370 nm for GSH and 579-599 
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nm for active mitochondria). Fluorescence intensities of the oocytes were analyzed 

using Image J software (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). 

 

 

Maturation of ovine oocytes from in vitro cultured secondary follicles 

 

In vitro maturation (IVM) was performed in oocytes derived from in vitro grown 

follicles after 12 days of culture in α-MEM+ (medium with antioxidants) or in the 

treatment that obtained the best results (medium containing 56.25 µg/mL PCA). For 

this, additional pairs of ovine ovaries (n=10) were collected, washed and transported 

to the laboratory as described above. After 12 days of culture, all oocytes enclosed in 

healthy follicles were carefully collected with 26 G needles under a 

stereomicroscope. Only oocytes ≥ 110 µm of diameter with a homogeneous 

cytoplasm and surrounded by at least 1 compact layer of cumulus cells were 

selected for IVM as previously described (Luz et al. 2012; Lunardi et al. 2016). The 

cumulus-oocyte complexes (COCs) were transferred to drops of 100 µL of maturation 

medium composed of TCM 199 supplemented with 10% FCS, 1 µg/mL FSH (human 

recombinant; Gonal-F; Serono Laboratórios, São Paulo, Brazil), and 1 µg/mL LH 

(ovine pituitary) under oil, and incubated for 24 h under 5% CO2 in air (Cecconi et al., 

1999) . The oocytes were incubated in drops of PBS containing 10 mM Hoechst 

33342 for 15 min at room temperature in the dark and visualized under fluorescence 

microscopy. The chromatin configuration was analyzed through observation of the 

intact germinal vesicle (GV), meiotic resumption (including germinal vesicle 

breakdown [GVBD] or metaphase I [MI]) or nuclear maturation (metaphase II [MII]). 

 

 

Detection of DNA fragmentation by TUNEL assay 

 

For evaluation of oocyte DNA fragmentation after IVM, ovine oocytes were subjected 

to the terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling 

(TUNEL) assay as previously described (Li et al. 2009). Briefly, healthy oocytes were 

fixed in 4% paraformaldehyde solution for 1 h at room temperature. Then, oocytes 

(14 oocytes per treatment group) were washed three times in solution of 

PBS/polyvinylpyrrolidone (PVP) and stored at 4 ºC in eppendorf with PBS/PVP until 
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the beginning of TUNEL procedure. Therefore, oocytes were incubated in droplets of 

100 µL of permeabilizing solution [0.1% (v/v) Triton X-100 in 10 Mm PBS] for 3 h at 

room temperature. Positive and negative controls were incubated in drops of 100 µL 

containing DNase free RNase (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA) at 37 ºC 

for 1 h and washed 3 times in drops of PBS/PVP. The TUNEL assay was prepared 

as indicated by the manufacturer (In Situ Cell Detection Kit, Fluorescein: Boehringer 

Mannheim/Roche Diagnostics Ltd., Indianapolis, USA). To this end, 7.5 µL terminal 

deoxynucleotidyl transferase (TDT) enzyme and 67.5 µL of marker solution of 2-

deoxyuridine triphosphate 5-FITC were made to obtain 75 µL of TUNEL mixture for 

reaction. The experimental groups and the positive control were incubated with 15 µL 

of this solution for 1 h at 37 ºC in a moist chamber in the dark. The negative control 

was incubated at 15 µL with the marker solution. Oocytes were washed 3 times in 

drops of PBS/PVP and incubated in drops of PBS containing 10 mM Hoechst 33342 

for 15 min at room temperature in the dark. Then, oocytes were washed in drops of 

PBS/PVP and slides were prepared for evaluation using an epifluorescence 

microscope (Nikon E200, Tokyo, Japan) at a magnification of x400. Oocytes were 

considered TUNEL-positive (with DNA fragmentation) when they have marked 

chromatin with green fluorescence.  

 

 

Statistical analysis 

 

Data from follicle survival, extruded follicles, antrum formation, retrieval of fully grown 

oocytes, DNA fragmentation and meiotic resumption after in vitro culture were 

expressed as percentages and compared by the Chi-squared test. Data from 

follicular diameter and growth rate were submitted to the Agostinho-Pearson test 

(analog of the Shapiro-Wilk test) to verify normal distribution of residues and 

homogeneity of variances. Then, Kruskal-Wallis non-parametric test was used for 

comparisons. Data from GSH and mitochondrial activity were submitted to the 

Shapiro-Wilk test to verify normal distribution of residues and homogeneity of 

variances using the Univariate procedure. The residues had no normal distribution 

and then were transformed to (log10 (x + 1)). However, due to the heterogeneity of 

the variances, the Kruskal-Wallis non-parametric test was used to compare the 

treatments with the NPAR1WAY procedure. The analysis of variance was performed 
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by the Mixed procedure for presenting repeated measurements over time. The model 

included treatment effect (concentrations of PCA and presence of antioxidant), 

culture time and interaction effect. The results were expressed as the means ± 

standard error mean (SEM), and differences were considered significant when 

P<0.05. In all tests the software package SAS 9.0 was used. 

 

 

Results 

 

 

Morphology and follicular development after in vitro culture 

 

The morphologically normal secondary follicles showed visible and central oocytes, 

normal granulosa cells and intact basement membrane (Fig. 2A). At day 6, antral 

(Fig. 2B), atretic (Fig. 2C) and extruded (Fig. 2D) follicles were observed. Moreover, 

from day 0 to day 6 of culture, there was a significant reduction in the percentage of 

morphologically normal follicles in all treatments (Fig. 3). After 12 days, the treatment 

containing 56.25 µg/mL PCA (in antioxidant free medium) showed higher percentage 

of normal follicles (follicular survival: 81.5%) than medium without antioxidants (α-

MEM: 57.7%), medium with antioxidants (α-MEM+: 69.4%) or medium containing the 

other concentrations of PCA (P<0.05), except for 900 µg/mL PCA (72.2%) (P>0.05). 

All treatments showed antral cavity formation at day 6, maintaining the rates until day 

12 (P>0.05; Fig. 4). At days 6 and 12 of culture, antrum formation was significantly 

higher in treatments containing 56.25; 112.5 or 900 µg/mL PCA than control medium 

(α-MEM; without antioxidant) and similar (P>0.05) to the other treatments. Regarding 

to extrusion, follicular diameter and daily growth rate, there was no difference (P> 

0.05) among treatments (data not show). 

At the end of culture, the rates of fully grown oocytes (≥110 µm) were similar 

(P>0.05) among all treatments containing PCA (average of 36.6%) and α-MEM+ with 

antioxidants (35%), and those were significantly superior than control medium 

without antioxidants (α-MEM: 19.23%), except for 450 µg/mL PCA (P>0.05) (Fig. 5). 
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Intracellular levels of GSH and active mitochondria 

 

At day 12, the oocyte levels of GSH and mitochondrial activity were higher (P<0.05) 

in medium containing antioxidants (α-MEM+) than in the control medium (α-MEM) 

and similar (P>0.05) to all PCA treatments (Fig. 6). Moreover, α-MEM+ and 

treatments containing 225; 450 or 900 µg/mL PCA showed higher (P<0,05) GSH 

levels than the control medium. In addition, α-MEM+ and medium with 450 µg/mL 

PCA also improved mitochondrial activity compared to control medium (P<0.05). 

 

 

Chromatin configuration and oocyte DNA fragmentation after IVM  

 

When evaluating chromatin configuration, some oocytes in GV (Fig. 7A) were 

observed, and the majority of oocytes were able to resume meiosis (GVBD: Fig. 7B, 

MI: Fig. 7C and MII: Fig. 7D). However, the percentage of meiotic resumption (GVBD 

or MI) in base medium containing antioxidants (α-MEM+) or containing 56.25 µg/mL 

PCA did not differ (Table 1). Notably, only follicle cultured in 56.25 µg/mL PCA had 

one oocyte in MII. The TUNEL assay revealed the absence or very few oocytes with 

DNA fragmentation after IVM (Fig. 8A-B). All oocytes showed marking chromatin with 

Hoechst 33342 in blue fluorescence (Fig. 8C-D). No differences (P > 0.05) on TUNEL 

positive oocytes were observed between treatments (Fig. 8E). 

 

 

Discussion 

 

The present study was the first to evaluate the effect of different concentrations of 

PCA on the in vitro culture of ovarian follicles. The three antioxidants selenium, 

transferrin and ascorbic acid have been generally added to the in vitro culture of 

ovine isolated follicles at the same concentrations used in the current study, 

maintaining between 60-80% of follicular survival at day 12 of culture (Santos et al. 

2014; Barberino et al. 2016). After culture of ovarian follicles, selenium or its active 

form (sodium selenite) reduced ROS concentration, increased the total antioxidant 

capacity and the levels of glutathione peroxidase (GSH-Px) (Abedelahi et al. 2010), 
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which is a selenium-dependent protein (Vega et al. 2016). Moreover, selenium 

preserves mitochondrial function and stimulates mitochondrial mitogenesis in 

neuronal cells after cerebral ischemia in mice (Mehta et al. 2012; Mendelev et al. 

2012). Besides cellular iron transport, transferrin is a chelating agent that removes 

toxic metals present in the culture medium (excess of metal ions, for example, zinc 

and iron) (Barnes and Sato 1980; Córdova et al. 2010). Transferrin was essential to 

the differentiation of swine granulosa cells of immature follicles (2-4 mm diameter) 

cultured in vitro (Durlej et al. 2008). Furthermore, ascorbic acid or vitamin C is a low 

molecular weight compound, which reduces ROS levels and increases the 

intracellular GSH in the cellular oxidative processes (Lutsenko et al. 2002; Kere et al. 

2013). Ascorbic acid has also been reported to maintain the ultrastructure of liver 

mitochondrial cristae in rats treated with arsenic trioxide (Singh and Rana 2010). 

Therefore, these compounds isolated or in association possibly help support follicular 

metabolism.  

Nevertheless, after 12 days of culture, addition of 56.25 µg/mL PCA as the sole 

antioxidant to the culture medium improves follicular survival compared to the 

medium supplemented with the three different antioxidants cited above (transferrin, 

selenium and ascorbic acid). Moreover, follicular and oocyte development, 

intracellular levels of GSH and mitochondrial activity were similar among α-MEM+ 

and all PCA concentrations. PCA maintains the viability of rat neural stem cells, 

reducing the number of apoptotic cells and ROS production, and increasing the 

activity of catalase enzyme, but without change GSH-Px activity and total GSH levels 

(Guan et al. 2006b; Guan et al. 2011). Furthermore, PCA attenuated oxidative stress 

damage in PC12 cells (adrenal gland; pheochromocytoma) and retinal ganglion cells 

of rats exposed to H2O2 (Shi et al. 2006; Wang et al. 2015). Other in vitro studies 

have demonstrated PCA effectiveness in chelating metal ions and scavenging ROS 

(Li et al. 2011), preventing lipid peroxidation caused by the interaction between these 

molecules and the biological membranes (Niki 2009; 2014), thus preserving cellular 

membrane integrity and permeability. In addition, PCA prevents mitochondrial 

membrane potential dysfunction in PC12 cells exposed or not to 1-methyl-4-

phenylpyridinium ion (MPP+; neurotoxin) (An et al. 2006; Guan et al. 2006a). 

Therefore, we can suggest that PCA at 56.25 µg/mL was able to produce GSH and 

to maintain mitochondrial function and consequently to support follicular viability. 
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At the end of culture, treatments containing 56.25; 112.5 or 900 µg/mL PCA showed 

higher antrum formation than control medium (α-MEM; without antioxidant) and were 

similar to the other treatments. Moreover, all media containing antioxidants 

(combination of transferrin, selenium and ascorbic acid or only PCA) showed higher 

rates of fully grown oocytes than control medium, except for 450 µg/mL PCA. These 

findings highlight the importance of adding adequate concentrations of antioxidants 

agents to the culture medium, especially, for antrum formation, which is essential for 

follicular development (Rodgers and Rodgers 2010) and consequently to the 

achievement of oocytes (≥ 110 µm) able to resume meiosis (Crozet et al. 2000). In 

fact, this study showed that the tested culture conditions (α-MEM+ and 56.25 µg/mL 

PCA) did not affect meiotic resumption. Notably, one oocyte from PCA treatment 

reached the MII stage. Other studies have shown that sheep oocytes from secondary 

follicles cultured in vitro for 18 days are able to resume meiosis after 36 to 40 hours 

of IVM (Luz et al. 2012; Lunardi et al. 2016). Therefore, in the current study, an 

extended culture and/or maturation period may be required for oocytes derived from 

in vitro grown preantral follicles to achieve in vitro maturation.  

The low rates of DNA fragmentation found in the present study in both α-MEM+ and 

56.25 µg/mL PCA treatments may also be explained by the presence of antioxidants 

in the medium. Ascorbic acid reduces the fragmentation of DNA after culture of rat 

isolated secondary follicles (Murray et al., 2001), selenium decreases the apoptosis 

of in vitro cultured porcine embryos (Uhm et al. 2007) and PCA reduces nuclear 

fragmentation and apoptosis after in vitro culture of neural stem cells and PC12 from 

rats (Guan et al. 2006a, b; Guan et al. 2009), maintaining the DNA integrity. 

In conclusion, PCA at 56.25 µg/mL as the sole antioxidant added to the medium for 

ovine secondary follicle culture, replacing the association of transferrin, selenium and 

ascorbic acid, maintains follicular survival, GSH and active mitochondria levels, 

meiotic developmental competence and DNA integrity of cultured oocytes.  
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Figure captions 

 

 

Figure 1. General experimental protocol for in vitro culture of sheep secondary 

follicles in medium without (α-MEM) or with antioxidant (α-MEM+) or containing 

protocatechuic acid (PCA; concentration in µg/mL). Antioxidants: transferrin, 

selenium and ascorbic acid. 

 

 

 

 

Figure 2. Morphologically normal secondary follicle at day 0 (A); antral follicle after 6 

days of culture in 56.25 µg/mL PCA (B); atretic (C) and extruded (D) follicles after 6 

days of culture in α-MEM+. GC: granulosa cells; O: oocyte. Arrow: antral cavity. 

Scale bar: 100 µm. α-MEM+: medium with antioxidants (transferrin, selenium and 

ascorbic acid); PCA: protocatechuic acid. 
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Figure 3. Percentages of morphologically normal follicles cultured in α-MEM without 

(α-MEM), or with antioxidants (α-MEM+) or with different concentrations of 

protocatechuic acid (56.25; 112.5; 225; 450 or 900 µg/mL). (A, B, C) Different letters 

denote significant differences among treatments in the same period (P < 0.05). (a, b, c) 

Different letters denote significant differences among culture periods in the same 

treatment (P < 0.05). 
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Figure 4. Percentages of antrum formation in follicles cultured in α-MEM without (α-

MEM), or with antioxidants (α-MEM+) or with different concentrations of 

protocatechuic acid (56.25; 112.5; 225; 450 or 900 µg/mL). (A, B, C) Different letters 

denote significant differences among treatments in the same period (P < 0.05). PCA: 

protocatechuic acid. 
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Figure 5. Percentages of fully grown oocytes after culture of secondary follicles in α-

MEM without (α-MEM), or with antioxidants (α-MEM+) or with different concentrations 

of protocatechuic acid (56.25; 112.5; 225; 450 or 900 µg/mL). (A, B, C) Different letters 

denote significant differences among treatments in the same period (P < 0.05). (a, b, c) 

Different letters denote significant differences among culture periods in the same 

treatment (P < 0.05). PCA: protocatechuic acid. 
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Figure 6. Epifluorescent photomicrographic images of ovine oocytes. Oocyte under 

bright field (A-G) were stained with CellTracker Blue (H-N) and MitoTracker Red (O-

U) to detect intracellular levels of GSH and active mitochondria, respectively. Scale 

bars: 50 µm (100x). Intracellular GSH (V) and active mitochondria (X) relative levels 

(pixel/oocyte) in sheep oocytes after 12 days of in vitro culture in medium without (α-

MEM) or with antioxidant (α-MEM+) or containing protocatechuic acid (PCA; 

concentration in µg/mL). (A, B) Bars with different letters are significantly different (P < 

0.05).  
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Figure 7. Epifluorescent photomicrographic images of ovine oocytes stained with 

Hoechst 33342 after IVM. Oocytes in GV (A) and GVBD (B) cultured in medium with 

antioxidant (α-MEM+); oocytes in MI (C) and MII (D) cultured in medium containing 

56.25 µg/mL protocatechuic acid. O: oocyte; Arrow: nuclear chromatin. Scale bars: 

50 µm.  
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Figure 8. DNA fragmentation of sheep oocytes after IVM. Oocyte with DNA 

fragmentation after culture in medium with antioxidant (α-MEM+) (A and C) and 

normal oocyte cultured in medium containing 56.25 µg/mL protocatechuic acid (B 

and D). O: oocyte; Arrow: nuclear chromatin. Scale bars: 50 µm. Oocytes stained 

with TUNEL (A and B) and Hoechst 33342 (C and D). Percentages of TUNEL 

positive oocytes (E).  
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Table 1. Meiotic stages (%) of sheep oocytes from in vitro grown secondary follicles 

after 12 days of culture in α-MEM+ or 56.25 µg/mL PCA. 

 

Treatments % GV (n)    % GVBD (n) % MI (n) % MII (n) 

α-MEM+ 14.3 (02/14) 64.3 (09/14) 21.4 (03/14) 0.0 (00/14) 

PCA 56.25 14.3 (02/14) 57.15 (08/14) 21.4 (03/14) 7.15 (01/14) 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

No presente estudo, a adição de ácido protocatecuico, na concentração de 

56,25 µg/mL, como único antioxidante adicionado ao meio de cultivo, manteve a 

sobrevivência e promoveu o desenvolvimento in vitro de folículos secundários ovinos 

isolados após 12 dias de cultivo. Devido a estes resultados e à praticidade, 

sugerimos a utilização do PCA como único antioxidante a ser adicionado ao meio de 

cultivo. Além disso, novos estudos poderão ser realizados com o PCA para verificar 

a sua ação antioxidante em meio contendo hormônios (FSH) e/ou fatores de 

crescimento. 
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