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RESUMO 
 

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da adição de Aloe vera no cultivo in vitro e na 

criopreservação de folículos pré-antrais inclusos no tecido ovariano de bovinos sobre a ativa-

ção e desenvolvimento, viabilidade, integridade morfológica, configuração da matriz extrace-

lular (MEC) e expressão de mRNA para SOD, CAT, PRDX6 e GPX1. A execução do estudo 

ocorreu em duas etapas. Na etapa I realizou-se o cultivo in situ, onde o córtex ovariano foi 

dividido em fragmentos de aproximadamente 3x3x1 mm que foram, em seguida, cultivados 

por 6 dias em placas de 24 poços contendo 1 ml de meio α-MEM+ sozinho ou suplementado 

com diferentes concentrações de Aloe vera (1%, 5%, 10% e 50%). Ao final do período de 

cultivo, os fragmentos foram submetidos à análise histológica para avaliação morfológica e 

desenvolvimento folicular, além da análise da MEC. Na etapa II, fragmentos ovarianos foram 

criopreservados pelo método de vitrificação em superfície sólida com apenas o meio para vi-

trificação sozinho ou suplementado com as duas melhores concentrações de Aloe vera da eta-

pa I e descongelados após duas semanas. Após a descongelação, os fragmentos vitrificados 

foram submetidos às mesmas avaliações realizadas para os fragmentos cultivados in vitro na 

etapa I, além da análise de viabilidade utilizando-se calceína e etídio homodímero, expressão 

gênica para SOD, CAT, PRDX6 e GPX1 e capacidade de ativação e desenvolvimento folicular 

após a criopreservação utilizando-se, para isso, um cultivo in vitro durante 6 dias. Em relação 

à etapa I, os resultados mostraram que o tratamento com 50% de Aloe vera apresentou melho-

res taxas de folículos morfologicamente normais do que o tratamento com 10% de Aloe vera. 

Contudo, melhores taxas de ativação e desenvolvimento folicular foram observadas na con-

centração de 10% na comparação com as demais concentrações utilizadas. Somado a isso, as 

concentrações de 10% e 50% de Aloe vera mantiveram níveis de colágeno no tecido seme-

lhantes ao controle fresco. Com relação à etapa II foi observado que a presença de 10% de 

Aloe vera na solução de vitrificação manteve melhores taxas de folículos saudáveis. Além 

disso, ambas as concentrações testadas mantiveram níveis de colágeno similares ao controle 

fresco, níveis aumentados de mRNA para SOD, PRDX6 e GPX1 e taxas de ativação folicular 

significativamente mais altas do que a observada no grupo sem Aloe vera. Em conclusão, a 

presença da Aloe vera no meio de cultivo in vitro e na solução de vitrificação melhora a qua-

lidade geral do folículo e do tecido ovariano, mantendo a viabilidade e promovendo ativação e 

desenvolvimento folicular, além de maior expressão de importantes genes associados ao es-

tresse oxidativo. 

 
Palavras-chave: Aloe vera. Cultivo in vitro. Estresse oxidativo. Folículos. Vitrificação.  



 
 

ABSTRACT 

 
The objective of this work was to evaluate the effects of the addition of Aloe vera on in vitro 

culture and on the cryopreservation of pre-antral follicles included in bovine ovarian tissue on 

the activation and development, viability, morphological integrity, configuration of the extra-

cellular matrix (EC) and mRNA expression for SOD, CAT, PRDX6 and GPX1. The study was 

carried out in two stages. In step I, in situ cultivation was performed, where the ovarian cortex 

was divided into fragments of approximately 3x3x1 mm, which were then cultured for 6 days 

in 24-well plates containing 1 ml of α-MEM+ medium alone or supplemented with different 

concentrations of Aloe vera (1%, 5%, 10% and 50%). At the end of the cultivation period, the 

fragments were submitted to histological analysis for morphological evaluation and follicular 

development, in addition to the EC analysis. In step II, ovarian fragments were cryopreserved 

by the method of vitrification on a solid surface with only the medium for vitrification alone 

or with this medium supplemented with the two best concentrations of Aloe vera from step I 

and thawed after two weeks. After thawing, the vitrified fragments were subjected to the same 

evaluations performed for fragments cultured in vitro in step I, in addition to the viability 

analysis using calcein and ethidium homidimer, gene expression for SOD, CAT, PRDX6 and 

GPX1 and capacity for follicular activation and development after cryopreservation using an 

in vitro culture for 6 days. Regarding step I, the results showed that treatment with 50% Aloe 

vera showed better rates of morphologically normal follicles than treatment with 10% Aloe 

vera. However, better rates of activation and follicular development were observed at a con-

centration of 10% in comparison with the other concentrations used. In addition, the 10% and 

50% concentrations of Aloe vera maintained collagen levels in the tissue similar to the fresh 

control. Regarding step II, it was observed that the presence of 10% of Aloe vera in the vitrifi-

cation solution maintained better rates of healthy follicles. In addition, both concentrations 

tested maintained collagen levels similar to fresh control, increased levels of mRNA for SOD, 

PRDX6 and GPX1 and significantly higher follicular activation rates than that seen in the 

group without Aloe vera. In conclusion, the presence of Aloe vera in the in vitro culture medi-

um and in the vitrification solution improves the overall quality of the follicle and ovarian 

tissue, maintaining viability and promoting follicular activation and development, in addition 

to greater expression of important associated genes oxidative stress.  

 
Keywords: Aloe vera. Follicles. In vitro cultivation. Oxidative stress. Vitrification. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O Brasil é o maior exportador de carne bovina do mundo e esta produção é uma 

das principais atividades da economia brasileira. Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e 

Estatística (IBGE, 2019), o país segue com o maior rebanho comercial do mundo, com cerca 

de 213,5 milhões de animais. Esse desenvolvimento do rebanho bovino impacta significati-

vamente o cenário socioeconômico mundial, atuando como fonte de renda para criadores, 

além de produzir alimento de alto valor nutricional e contribuir com valioso material genético 

voltado às pesquisas para reprodução animal (EMBRAPA, 2008). Nesse sentido, estudos que 

promovam o desenvolvimento e aprimoramento de biotécnicas que possibilitem rápida multi-

plicação de bovinos geneticamente superiores podem contribuir para o desenvolvimento da 

economia nacional e aumentar, ainda mais, a participação do Brasil no mercado pecuarista 

internacional, além de permitir a aplicabilidade desses conhecimentos na medicina humana. 

Com esse objetivo, biotécnicas reprodutivas, tais como fertilização in vitro e 

transferência de embriões podem ser amplamente aplicadas às espécies domésticas. No entan-

to, para sua execução é necessária uma grande quantidade de oócitos competentes capazes de 

produzir embriões e, consequentemente, crias viáveis (ROSSETO et al., 2011). Para isso, a 

biotécnica de Manipulação de Oócitos Inclusos em Folículos Ovarianos Pré-antrais (MOIFO-

PA) tem se destacado por possibilitar a recuperação de um número significativo de oócitos a 

partir de folículos pré-antrais em espécies domésticas (ARAÚJO, 2014). Com essa técnica, é 

possível então, resgatar a população de folículos ovarianos pré-antrais dos ovários antes que 

sejam perdidos pelo processo natural de atresia folicular e cultivá-los, de forma isolada ou in 

situ, juntamente com os oócitos imaturos neles contidos até o estágio de maturação (FIGUEI-

REDO et al., 2002). Nesse contexto, a MOIFOPA representa importante ferramenta para a 

otimização do potencial reprodutivo de fêmeas no cenário da reprodução animal (FIGUEI-

REDO; LIMA, 2017). 

Aliada ao cultivo, a criopreservação tem ganhado destaque por apresentar-se co-

mo uma estratégia promissora para programas conservacionistas e de melhoramento genético, 

preservando gametas de espécies ou raças de animais em vias de extinção (ROCHA et al., 

2018) bem como para a restauração da fertilidade em mulheres submetidas à rádio ou quimio-

terapia ou em mulheres com risco de falha ovariana (OKTAY et al., 2018). Um dos métodos 

de criopreservação, a vitrificação, por exemplo, permite a conservação de tecido ovariano de 

pacientes submetidas a tratamento quimioterápico com potencial efeito gonadotóxico, man-
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tendo-os conservados por um período indeterminado ou até que se tenha restaurado a saúde 

para futura reprodução (KLOCKE, et al., 2015). 

Apesar do progresso já obtido, sistemas de cultivo e protocolos de criopreservação 

ainda enfrentam desafios. Esse fato tem motivado a realização de pesquisas que busquem o 

aperfeiçoamento de meios de cultivo e de criopreservação, com a implementação de substân-

cias que sejam capazes de proporcionar o adequado desenvolvimento folicular e a manuten-

ção de sua ultraestrutura e, portanto, a maturação oocitária eficiente após procedimentos de 

cultivo e criopreservação (FIGUEIREDO et al., 2017; LEN et al., 2019).  

Neste sentido, um grande limitante no aperfeiçoamento dessas biotécnicas é a 

formação de espécies reativas de oxigênio (EROS). Esse efeito, ao desencadear o estresse 

oxidativo, pode ocasionar danos mitocondriais e ao DNA, comprometendo suas estruturas e 

funções (KASHKA; ZAVAREH; LASHKARBOLOUKI, 2016).  Adicionalmente, pode ocor-

rer peroxidação lipídica além de prejuízos a proteínas celulares com consequente redução da 

qualidade oocitária e dos embriões produzidos (LINS et al., 2017).  Além disso, o excesso de 

EROS nas células da granulosa resulta em apoptose com consequente atresia folicular e dis-

função ovariana (SAEED-ZIDANE et al., 2017). Assim, a identificação de novas substâncias 

que sejam capazes de evitar e/ou prevenir danos causados pelo estresse oxidativo durante cul-

tivo in vitro ou criopreservação e que não sejam tóxicas à célula apresenta-se como uma exce-

lente alternativa. 

Dado isso, a utilização de extratos de plantas tem ganhado bastante espaço 

(SAADIA et al., 2015). Em suínos, por exemplo, a utilização de dois extratos vegetais (Kefir 

e Spirulina maxima) foi responsável pelo desenvolvimento de folículos pré-antrais sem apre-

sentar citotoxicidade (PLAZAS, 2015). A rutina, outro produto de origem vegetal, pertencente 

ao grupo dos flavonoides, apresentou atividade antioxidante em cultivo de folículos secundá-

rios ovinos durante 12 dias (LINS, et al., 2017). Ainda, o resveratrol, um polifenol sintetizado 

por muitas plantas, proporcionou maior viabilidade do tecido ovariano bovino com efeito po-

sitivo contra a degeneração dos folículos pré-antrais envoltos em fragmentos ovarianos (RO-

CHA et al., 2018). 

No contexto do potencial dos extratos vegetais como atenuadores do estresse oxi-

dativo tem ganhado destaque a Aloe vera (AV). De fato, estudos já apontaram que a planta 

contém quantidades substanciais de antioxidantes, incluindo α-tocoferol (vitamina E), carote-

noides, ácido ascórbico (vitamina C), flavonoides e taninos (RADHA; LAXMIPRIYA, 2015). 

Com efeito, estudo conduzido por Sumi et al. (2019) indicou a presença, no extrato de AV, de 

boas quantidades de antioxidantes fenólicos, como o hidrato de catequina, ácido cafeico, áci-
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do felúrico, ácido elágico e quercetina. Estes autores sugerem que a presença de diversas 

substâncias com poder antioxidante pode eliminar sinergicamente os radicais livres com mais 

eficiência do que compostos antioxidantes únicos (SUMI et al., 2019). Somando-se a isso, a 

AV tem demonstrado, também, capacidade de modular positivamente o nível de importantes 

enzimas antioxidantes como a superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa pe-

roxidase (GPX) em tecido testicular de ratos (BEHMANESH et al., 2018; BALA et al., 

2016). Já em relação aos efeitos da AV em protocolos de criopreservação, Souza et al. (2016) 

e Aguiar et al. (2012) verificaram efeito positivo do extrato de AV ao criopreservar esperma-

tozoides de animais silvestres e domésticos, respectivamente. Diante do exposto, observa-se o 

expressivo potencial do extrato da AV como agente protetor de gametas femininos inclusos 

no tecido ovariano de bovinos submetidos a protocolos de cultivo in vitro e criopreservação.  

Para um maior esclarecimento da importância deste estudo, a revisão de literatura 

irá abordar aspectos relacionados ao ovário mamífero; características do crescimento folicular 

e oocitário; técnicas de cultivo in vitro de folículos ovarianos; criopreservação de tecidos e 

células e uso de produtos vegetais na composição do meio de cultivo de folículos ovarianos. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. O ovário mamífero 

 

Estruturalmente, o ovário mamífero é composto por duas porções, uma cortical e 

outra medular. O córtex do ovário, com alta densidade celular é constituído por tecido conjun-

tivo que compõe o estroma, contendo células semelhantes a fibroblastos (GARTNER; HI-

ATT, 2007), assim como folículos ovarianos em vários estágios de desenvolvimento e regres-

são, além de corpos lúteos (MONNIAUX, et al., 2014). A medula, por sua vez, é composta 

por tecido conjuntivo frouxo vascularizado onde estão presentes fibroblastos, colágeno (fibras 

elásticas), vasos sanguíneos, vasos linfáticos e fibras nervosas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 

2013). Não há, no entanto, um limite bem definido entre essas duas regiões do ponto de vista 

histológico (GARTNER; HIATT, 2007) (Figura 1). 

 

Figura 1 - Esquema ilustrativo do ovário mamífero e suas principais estruturas. 

 
Fonte: Junqueira; Carneiro (2013). 
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Durante o desenvolvimento, os ovários cumprem dois processos fundamentais: o 

primeiro caracteriza a função gametogênica que corresponde à formação, maturação e libera-

ção de um oócito inteiramente competente para a fertilização e desenvolvimento embrionário, 

o segundo refere-se à síntese e secreção de hormônios essenciais para o desenvolvimento foli-

cular, ciclicidade menstrual/estro e manutenção do trato reprodutivo e sua função, que retrata 

a função endócrina deste órgão (PORRAS-GÓMEZ; MORENO-MENDOZA, 2017; ARAÚ-

JO et al., 2014). A função gametogênica do ovário é exercida pela interação de dois fenôme-

nos, a oogênese e a foliculogênese; estes correspondem a processos biológicos complexos e 

coordenados que requerem uma série de eventos que induzem as mudanças morfológicas e 

funcionais dentro do folículo, conduzindo a diferenciação de células e o desenvolvimento dos 

oócitos (SÁNCHEZ; SMITZ, 2012). Assim, o conhecimento acerca das características do 

desenvolvimento folicular que ocorre nos ovários em condições in vivo torna-se imprescindí-

vel para as devidas aplicações in vitro. 

 

2.2. Características do crescimento folicular e oocitário in vivo 

 

A foliculogênese refere-se ao processo de formação, crescimento e maturação fo-

licular, envolvendo uma série de mudanças sequenciais em componentes da parede folicular 

como as células da teca e células da granulosa, além de modificações no oócito (ARAÚJO et 

al., 2014). Por esse motivo, em mamíferos, o desenvolvimento folicular é caracterizado como 

um processo contínuo (SATO, 2015), que se inicia com a formação dos folículos primordiais, 

que durante o seu desenvolvimento passam pelos estágios de folículos primários, secundários, 

terciários e, finalmente chegam ao estágio pré-ovulatório (Figura 2), fase que termina com a 

ovulação do oócito maturado (ADONA et al., 2012). Dessa forma, os folículos ovarianos são 

caracterizados como complexos em fases transitórias possuindo um oócito circundado por 

células somáticas (células da granulosa e tecais), responsáveis por determinar o ciclo reprodu-

tivo (SPITSCHAK; HOEFLICH, 2018).  

Folículos são as unidades morfofuncionais do ovário, sendo divididos em dois 

grupos de acordo com suas características morfológicas: (1) folículos pré-antrais ou não cavi-

tários e (2) folículos antrais ou cavitários. A maioria da população folicular, cerca de 90 a 

95%, encontra-se no estágio pré-antral, correspondendo ao maior estoque de oócitos em ová-

rios mamíferos, formando o pool de reserva de folículos em estado quiescente e, após passa-

rem por ativação, iniciam um processo sequencial de crescimento que é regulado por diversos 

hormônios e fatores de crescimento (SÁNCHEZ; SMITZ, 2012; FIGUEIREDO et al., 2008). 
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No entanto, a maioria desses folículos (99,9%) não chega à fase pré-ovulatória entrando em 

atresia por meio de morte celular programada, processo também conhecido como apoptose 

(MARTINS et al., 2008).  

 

Figura 2. Visão geral da foliculogênese. A representação esquemática ilustra as diferentes classes do desenvol-
vimento folicular, incluindo folículos pré-antrais: primordiais, primários e secundários, e folículos antrais: terciá-
rios e pré-ovulatórios.   

Fonte: Adaptado de Sánchez; Smitz (2012); Lima-Verde; Rosseto; Figueiredo (2011). 

 

O processo de formação folicular tem início no período fetal na maioria das espé-

cies de mamíferos, incluindo primatas e ruminantes (KNIGHT; GLISTER, 2001). Ao final do 

primeiro mês de desenvolvimento embrionário em mamíferos, as células germinativas pri-

mordiais (CGPs) migram do saco vitelino até os primórdios gonadais, onde começam a se 

desenvolver as gônadas. A migração, proliferação e colonização de CGPs para as gônadas em 

desenvolvimento são controladas por muitos fatores e dependem também da interação das 

CGPs e de suas células somáticas circundantes. Estudos in vitro demonstraram que  

BMP2 e BMP4 aumentam o número de CGPs de camundongos em cultura e que a ativina 

aumenta o número de CGPs em humanos (PESCE; KLINGER; FELICI, 2002). O papel de 

fatores de transcrição derivados de células germinativas nesse estágio também foi demonstra-

do. Isso inclui fatores como BLIMP1 e PRDM14, que são críticos para a proliferação e mi-

gração de CGPs (OHINATA et al., 2005; YAMAJI et al., 2008) bem como OCT4 e NANOG, 

essenciais para a sobrevivência das CGPs (KEHLER et al., 2004; YAMAGUCHI et al., 

2009). Além disso, outros fatores parecem ser necessários para a sobrevivência dessas células 

como o FIGα, responsável pela expressão precoce das glicoproteínas que formarão a zona 

pelúcida (SOYAL, AMLEH, DEAN, 2000), NANOS3 e DND1, duas proteínas de ligação a 
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RNA que protegem as CGPs de sofrerem apoptose, bem como a via do Kit-ligand (TSUDA et 

al., 2003; YOUNGREN et al., 2005; JULATON; PERA, 2011). 

Nas gônadas, as CGPs se dividem e transformam-se em oogônias. Essa divisão é 

bastante intensa, existindo no segundo mês de vida intrauterina, aproximadamente 600 mil 

oogônias e, por volta do quinto mês, mais de 7 milhões. No terceiro mês, as oogônias entram 

no estágio de prófase da primeira divisão meiótica, no entanto, param na fase de diplóteno e 

não progridem para as fases seguintes da meiose. As células na fase de diplóteno constituem 

os oócitos que são envolvidos por uma camada de células da granulosa achatadas denomina-

dos folículos primordiais (SATO, 2015; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Na puberdade, 

devido à liberação do pico pré-ovulatório do hormônio folículo estimulante (FSH) e do hor-

mônio luteinizante (LH), ocorre uma progressão da divisão meiótica, com isso, são formados 

os oócitos secundários e ocorre outra parada na fase de metáfase II. Apenas após a fecundação 

do oócito pelo espermatozoide a meiose é retomada e, a partir disso, origina-se o oócito ha-

ploide fecundado, chegando ao final da oogênese (FIGUEIREDO et al., 2008). 

Na espécie bovina, a primeira prófase meiótica tem início entre os dias 75 e 80 de 

gestação. No estádio de diplóteno da meiose, no período de 150 e 180 dias de gestação, os 

folículos primordiais se formam, e os oócitos presentes nesses folículos permanecem quies-

centes até serem ativados para a fase de crescimento (MELLO et al., 2013). A ativação folicu-

lar tem início quando ocorre a retomada da proliferação de células da granulosa. Nesse senti-

do, folículos primordiais, que apresentam uma camada de células no formato achatado passam 

a apresentar células em formato cuboide, sendo então caracterizados como folículos primá-

rios. Além de alterações no formato das células da granulosa, ocorre aumento no volume do 

citoplasma e núcleo do oócito. Nessa fase inicial, os folículos são independentes do hormônio 

folículo estimulante (FSH) para o seu crescimento, como evidenciado pelo fato de que o de-

senvolvimento para os demais estágios pode ocorrer na ausência desse hormônio, embora 

receptores para o FSH estejam presentes nas células da granulosa desses folículos precoces 

(O'SHAUGHNESSY et al, 1996; OKTAY et al., 1997).  

A ativação folicular primordial é um processo muito dinâmico e rigidamente con-

trolado e, apesar do enorme progresso realizado, muitos mecanismos moleculares ainda não 

são totalmente compreendidos (GOUGEON; BUSSO, 2000; HIRSHFIELD, 1991; MATINS 

et al., 2008). Sabe-se, no entanto, que a via de sinalização PTEN/PI3K (Figura 3) é uma via 

crucial necessária para a ativação dos folículos primordiais. A ativação da via PI3K leva à 

ativação de seu componente AKT, uma proteína quinase serina/treonina que aumenta a proli-
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feração e sobrevivência celular, enquanto o PTEN é um regulador negativo da PI3K (MAI-

DARTI et al., 2019).  

Durante a foliculogênese, os folículos passam a interagir com as células da granu-

losa, essa interação tem início no estágio de folículo primário e é essencial para o desenvol-

vimento folicular e oocitário. A partir do estágio de folículo primário, as células da granulosa 

sofrem intensa multiplicação dando origem a mais uma camada de células de formato cuboi-

de, formando os folículos secundários. Neste estágio o núcleo do oócito passa a se posicionar 

de forma excêntrica e as organelas celulares movem-se se posicionando perifericamente. No 

decorrer do desenvolvimento folicular a zona pelúcida se torna espessa e visível e com o cres-

cimento dos folículos secundários e organização das células da granulosa, tem-se início a 

formação de uma cavidade contendo líquido, denominada antro. Uma vez formada a cavidade 

antral, os folículos são denominados terciários ou antrais (LUCCI et al., 2001; ROSSETTO et 

al., 2011).  

 
Figura 3. Moduladores da via de sinalização PI3K/Akt. RTK, receptor tirosina quinase; PI3K, fosfatidilinositol-
3-quinase; PIP2, fosfatidilinositol-4-5-bifosfato; PIP3, fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato; PDK1, quinase 1 de-
pendente de fosfatidilinositol; Akt, proteína quinase B; P, grupo fosfato; FOXO3, caixa de cabeçote O3; PTEN, 
fosfatase e homólogo da tensina. 

Fonte: Adaptado de Lee; Chang (2019). 

 

Na espécie bovina o desenvolvimento dos folículos antrais segue um padrão co-

nhecido como onda de crescimento folicular, que possui três diferentes fases (BARUSELLI et 
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al., 2007).  Na primeira fase, conhecida como recrutamento, inicia-se o crescimento de vários 

folículos sob o controle das gonadotrofinas. A fase seguinte, de seleção e dominância é carac-

terizada pelo crescimento de um folículo em relação aos demais, tornando-se dominante. Du-

rante essa fase o crescimento folicular está condicionado à presença de FSH e LH. Além dis-

so, o folículo dominante é responsável pela produção de elevada quantidade de estrógeno. A 

terceira fase diz respeito à ovulação, que acontece em decorrência do pico elevado de LH li-

berado pela hipófise. Para que a fase ovulatória ocorra é necessário além do aumento nos ní-

veis de estrógenos, a diminuição dos níveis de progesterona. Dessa forma, havendo a presença 

de um corpo lúteo funcional, que é responsável pela produção de progesterona, não haverá 

ovulação. Após o período de ovulação, os folículos que não ovularem serão mortos por atresia 

(OLIVEIRA; SARAPIÃO; QUINTÃO, 2014). 

 

2.3. Cultivo in vitro de folículos ovarianos 

 

A partir do conhecimento acerca dos processos de desenvolvimento folicular e 

oocitário que ocorre in vivo, é possível mimetizar este ambiente e trazer melhoras no desen-

volvimento folicular e/ou oocitário in vitro resultando em um melhor aproveitamento das cé-

lulas foliculares. Nesse sentido, a Manipulação de Oócitos Inclusos em Folículos Ovarianos 

Pré-antrais – MOIFOPA, também conhecida como ovário artificial tem sido bastante investi-

gada, apresentando como principal objetivo resgatar os folículos pré-antrais a partir do tecido 

ovariano, e posteriormente cultivá-los in vitro até a maturação dos oócitos inclusos nestes 

folículos, prevenindo-os da atresia e possibilitando a utilização destes em outras biotécnicas 

reprodutivas, como a fertilização in vitro (FIV), a transgênese e a clonagem (ARAUJO, et al., 

2014). Para tanto, sistemas de cultivo in vitro com folículos ovarianos pré-antrais (FOPA’s) 

isolados ou inclusos em fragmentos do córtex ovariano, têm sido experimentados a fim de 

obter um protocolo ideal e bem estabelecido que permita um excelente crescimento e matura-

ção folicular, seguido da produção de embriões e crias viáveis (FIGUEIREDO et al., 2008). 

No sistema de cultivo de folículos isolados, os FOPA’s devem ser desprendidos 

do tecido ovariano que os envolve (PAES et al., 2016). Para o isolamento folicular, é possível 

a utilização de métodos mecânicos, químicos, enzimáticos ou ainda por meio da utilização 

desses métodos em associação (ROSSETTO et al., 2011), todavia o isolamento mecânico so-

zinho tem sido o mais utilizado, apresentando resultados satisfatórios (DONG et al., 2014). O 

cultivo de FOPA’s isolados apresenta como vantagem o monitoramento diário do crescimento 

de cada folículo individualmente, bem como a verificação do efeito in vitro de hormônios e 
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fatores de crescimento sobre cada classe folicular de maneira bem específica (RAMESH et 

al., 2010). 

Já no cultivo in situ, os FOPA’s permanecem inclusos no córtex do tecido ovaria-

no, o que evita a exposição prolongada das células ao ambiente externo (ARAÚJO et al., 

2014). Nessa técnica, dependendo da espécie, os ovários podem ser cultivados inteiros como é 

o caso de camundongos ou, caso o tamanho do ovário não permita tal metodologia, a região 

cortical do ovário poderá ser fragmentada em cortes de aproximadamente 3x3x1mm, e estes 

serão, então, cultivados in vitro (O’BRIEN; PENDOLA e EPPIG, 2003). Por este método 

mantem-se a integridade estrutural dos folículos, bem como as interações entre as células foli-

culares e as células adjacentes, como as do estroma, da teca e da granulosa, o que favorece de 

maneira significativa o crescimento folicular, visto que o ambiente nessas condições aproxi-

ma-se mais do ambiente no qual o folículo está inserido in vivo, evitando a exposição prolon-

gada das células ao meio externo e facilitando uma melhor perfusão do meio de cultivo para o 

tecido ovariano (AGUIAR, 2016). 

O cultivo in situ tem sido apontado como alternativa para investigar o efeito tóxi-

co de substâncias quimioterápicas sobre o tecido ovariano utilizando modelos animais, mas 

com importante repercussão na medicina humana permitindo, dessa forma, avaliar o impacto 

das drogas terapêuticas na fertilidade feminina (GANDOLFI et al., 2006). Além disso, a incu-

bação in situ de folículos pré-antrais, que envolve a cultura de tecido ovariano in vitro, permi-

te monitorar a resposta folicular e ovariana a diferentes substâncias, como fatores de cresci-

mento e hormônios (GUERREIRO et al., 2016). Adicionalmente, Telfer et al. (2008) sugerem 

que o modelo in situ pode ser utilizado em conjunto com o cultivo  isolado quando propõem, 

por exemplo, um cultivo de dois passos no qual é realizado, inicialmente, o cultivo in situ, o 

que permite a ativação e o desenvolvimento do folículo primordial até o estágio secundário, 

para posteriormente ser isolado e cultivado até o estágio antral.  

Por fim, convém considerar que uma etapa importante para a implementação de 

um sistema de cultivo é a escolha dos suplementos adequados a serem adicionados ao meio 

base (ROSSETO et al., 2013). Embora os meios de cultivo sejam compostos basicamente de 

vitaminas, aminoácidos e sais (FIGUEIREDO et al., 2008), a variedade e as concentrações de 

aditivos diferem, o que pode afetar cultivos foliculares in vitro e explicar a não conformidade 

dos resultados obtidos por diferentes grupos de pesquisa, embora o meio tenha sido suplemen-

tado com os mesmos hormônios e fatores de crescimento (ROSSETO et al., 2013). Por esse 

motivo, é importante levar em consideração que cada tipo de célula, bem como o sistema de 

cultivo adotado, requer um meio com composição bem determinada que possa suprir suas 
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necessidades metabólicas, energéticas e estruturais específicas já que as mesmas vias metabó-

licas e bioquímicas básicas no organismo precisam ser consideradas nas células cultivadas 

(MOLINARO, 2010). 

 

2.3.1. Meios de cultivo de folículos ovarianos 

 

Estudos têm demonstrado que a composição do meio de cultivo é um fator chave 

para promover o desenvolvimento in vitro de folículos pré-antrais para etapas mais avançadas 

(FERREIRA et al., 2016). A depender da técnica de cultivo utilizada, se isolado ou in situ, 

autores tem sugerido um meio base específico como apresentado na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Demonstrativo do meio de cultivo utilizado de acordo com o método de cultivo e a espécie. 

Método de cultivo Meio de cultivo Espécie Autores 

Folículos isolados 

α-MEM Ovelha Mbemya et al. (2018) 

McCoy Bovino Mclaughlin et al. (2010) 

TCM 199 Bovino da Cunha et al. (2018) 

DMEM Bovino Saeed-Zidane et al. (2017) 

Folículos in situ α-MEM 

Bovino Jimenez et al. (2018) 

Cabra Guerreiro et al. (2019) 

Equino Gastal et al. (2019) 

Fonte: Autor 

 

Dentre os meios disponíveis, o α-MEM tem sido apontado como meio ideal para 

cultivo in situ já que apresenta alterações nas concentrações de aminoácidos que o aproxima 

mais da composição proteica das células de mamíferos, já que apresenta, além do piruvato de 

sódio, todos os vinte e um aminoácidos essenciais, alguns em concentrações elevadas e cinco 

vitaminas adicionais (JIMENEZ et al., 2016). No entanto, embora o meio base seja composto 

por diversos fatores que permitem o desenvolvimento dos folículos, ainda se faz necessária a 

adição de substâncias que sejam capazes de influenciar a sobrevivência e o crescimento foli-

cular, incluindo antibióticos, tampões, lipídios, proteínas, aminoácidos, vitaminas, além de 

hormônios e diversos fatores de crescimento (FIGUEIREDO et al., 2008) como apresentado 

na tabela 2. 
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Tabela 2. Substâncias rotineiramente utilizadas na suplementação do meio de base para cultivo in situ de tecido 
ovariano. 

Constituintes do meio 
de cultivo in situ 

Função Autores 

ITS Antioxidante Lins et al. (2017) 

Ácido Ascórbico Antioxidante Barberino et al. (2015) 

Hipoxantina Purina relacionada à formação de ATP 
Biasibetti-Brendler et al. 

(2018) 

Glutamina Substrato energético, fonte de C e N Figueiredo et al. (2002) 

BSA Fonte de proteína Rodrigues et al. (2010) 

Penicilina, Estreptomi-

cina 
Controle da contaminação microbiológica Molinaro (2010) 

Fonte: Autor 

 

2.4. Criopreservação de tecidos e células 

 

A técnica de criopreservação consiste na conservação do material biológico, por 

tempo indeterminado, a temperaturas negativas (-196°C) (RUBINSKY, 2003), para que, 

quando descongelado, esse material possa prosseguir seu desenvolvimento normal (PEGG, 

2007). Segundo Sheikhi et al. (2011), nessa temperatura todas as reações químicas, processos 

biológicos, bem como as atividades intra e extracelulares são suspensas, permitindo, portanto, 

que uma célula ou tecido possam ser mantidos conservados indefinidamente (SHEIKHI et al., 

2011).  

O processo de criopreservação pode ser realizado por congelação lenta ou por 

congelação ultrarrápida, como a vitrificação, ambos baseados nos mesmos princípios de pro-

teção das células contra danos criogênicos (MARQUES et al., 2019). No entanto, esses pro-

cessos divergem entre si, principalmente, quanto à taxa de redução de temperatura empregada 

(RODRIGUES et al., 2012). A congelação lenta é caracterizada por uma redução gradual da 

temperatura e, por esse motivo, requer um procedimento de temperatura controlado e gradual 

(SANCHES, 2009).  Já na vitrificação, os fluidos passam do estado liquido diretamente para 

um estado sólido amorfo denominado vítreo (MARQUES et al., 2019). Nesse processo os 

fluidos começam a se comportar como sólido durante o resfriamento, sem qualquer alteração 

substancial no arranjo molecular ou nas variáveis de estado termodinâmico (WOWK, 2010). 

Esse efeito é obtido graças à utilização de soluções crioprotetoras altamente concentradas 

(YAMAKI; PEDROSO; ATVARS, 2002). A vitrificação é importante para a criobiologia, 
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porque o estado natural da água líquida dentro dos seres vivos é desordenado, e a manutenção 

da desordem natural das moléculas de água e dos solutos dissolvidos no interior das células 

promovida pela vitrificação é vantajosa do ponto de vista de perturbar minimamente o sistema 

que está sendo preservado (WOWK, 2010).  

Em termos de efetividade, Keros et al. (2009) compararam o processo de criopre-

servação de tecido ovariano por congelação lenta versus o vitrificado e observaram que ambos 

mantiveram a viabilidade oocitária, preservando a integridade morfológica do tecido ovariano 

humano. Somado a essas evidências, estudo conduzido por Terren et al. (2019) utilizando 

ovários de camundongos indicaram que as diferenças entre o congelamento lento e a vitrifica-

ção não são evidentes pela análise histo-morfológica do tecido criopreservado. Ainda, em 

análises imunohistoquímicas e de RT-qPCR para apoptose e proteínas foliculares específicas 

foram observadas alterações (TERREN et al., 2019). Além disso, os autores verificaram ainda 

que o autotransplante de ovários submetidos aos dois métodos restaurou completamente a 

fertilidade do camundongo.   

Processos de criopreservação, no entanto, podem ocasionar danos celulares como 

a formação de gelo intracelular, o efeito solução, bem como o estresse oxidativo - principal-

mente através da peroxidação lipídica que ocorre na membrana da célula (LUZ et al., 2011; 

ROCHA et al., 2018; JYOTHI; KALAYANI; NACHIYAPPA.,2012). A formação de cristais 

de gelo no interior da célula é um fenômeno que ocorre durante a etapa de resfriamento do 

processo de congelação devido a um estado de alta instabilidade provocado pelo super-

resfriamento da água intracelular como resultado da recristalização durante a descongelação 

(FOREST et al.,2005). Trata-se de um fator responsável pela ruptura mecânica da membrana 

plasmática de células submetidas à criopreservação podendo, dessa forma, induzir a célula à 

morte por apoptose (ZHMAKIN, 2008; MOLINARO, 2010). 

Já o efeito solução é caracterizado pela precipitação e aumento na concentração de 

eletrólitos e outros solutos em virtude da desidratação das células ou tecidos ocasionada pela 

redução acentuada da temperatura. Essas alterações podem atingir graus bastante elevados 

(ZHMAKIN, 2008), consequentemente, resultando em injúrias às proteínas intracelulares 

(JAIN; PAULSON, 2006.). Além desses eventos, o efeito solução também desencadeia alte-

rações de pH (ZHMAKIN, 2008), perda de material de membrana e consequente redução das 

áreas de superfície celular (ELMOAZZEN, 2000).  

Por sua vez, o estresse oxidativo, caracterizado por um aumento de EROS na cé-

lula ou tecido submetido à criopreservação, pode induzir danos em importantes biomoléculas 

celulares, incluindo lipídios, proteínas, carboidratos e ácidos nucleicos (KASHKA; ZAVA-
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REH; LASHKARBOLOUKI, 2016; LINS et al., 2017). Dentre os diversos efeitos deletérios, 

a membrana é um dos componentes celulares mais atingidos, em decorrência da oxidação dos 

ácidos graxos ou peroxidação lipídica que acarreta alterações na sua estrutura e permeabilida-

de. Esse efeito é definido como uma cascata de eventos que culmina com a deterioração oxi-

dativa de lipídios presentes na membrana celular e, consequentemente, leva a transtornos da 

permeabilidade, alterando o fluxo de íons e outras substâncias, resultando na perda da seleti-

vidade para entrada e/ou saída de nutrientes e substâncias tóxicas na célula (AYALA; MU-

ÑOZ; ARGUELLES, 2014). 

Por esses motivos, a fim de minimizar a peroxidação lipídica e outros danos cau-

sados pelo estresse oxidativo que ocorre durante o processo de criopreservação, é essencial 

que haja o equilíbrio entre agentes pró-oxidantes e os sistemas de defesa antioxidantes 

(BARBOSA et al., 2010). Além disso, para que não haja danos letais às células, é necessária a 

utilização de substâncias crioprotetoras, os denominados agentes crioprotetores (ACPs), os 

quais apresentam especificidade em sua função e concentração utilizada. Além dessa função 

protetora, a adição de ACPs em maiores concentrações é necessária para aumentar a viscosi-

dade do meio e, dessa forma, atingir o estado vítreo característico dos protocolos de vitrifica-

ção (WOWK, 2010). 

Os ACPs podem agir penetrando as células (crioprotetores intracelulares) ou agir 

protegendo as membranas (crioprotetores extracelulares). Os crioprotetores intracelulares são 

solventes orgânicos de baixo peso molecular (CASTRO et al., 2011) que, de forma geral, atu-

am substituindo parcialmente a água no interior da célula e ligam-se ao hidrogênio das molé-

culas de água intracelular, aumentando a viscosidade da solução de congelação, consequen-

temente, reduzindo o ponto de congelação da água (JAIN; PAULSON, 2006). Além disso, 

também agem prevenindo a exposição do material a altas concentrações de eletrólitos, através 

da ligação aos próprios eletrólitos ou pela substituição parcial pela água (CASTRO et al., 

2011). Já os crioprotetores extracelulares, como a sacarose, atuam por meio da sua ligação às 

cabeças dos grupos fosfolipídicos aumentando a viscosidade do meio, ou diminuindo a con-

centração de eletrólitos durante a criopreservação, diminuindo, assim, o risco de danos osmó-

ticos (HOVATTA, 2005; SANTOS et al., 2008; SHAW; WOOD; TROUNSON, 2000). Con-

tudo, agentes crioprotetores podem ser tóxicos, bem como podem facilitar a entrada de agen-

tes tóxicos nas células (SANTOS, 2006). Portanto, a escolha do crioprotetor e a sua concen-

tração dependem do procedimento de criopreservação utilizado, da estrutura a ser criopreser-

vada, bem como da espécie animal em questão. 
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De modo geral, como agentes crioprotetores intracelulares têm sido utilizados os 

seguintes: etilenoglicol (EG); propanodiol (PROH), glicerol (GLI) e dimetilsulfóxido 

(DMSO). Dentre eles, o DMSO tem sido utilizado com sucesso na criopreservação de tecido 

ovariano e gametas femininos (CASTRO et al., 2011). Em estudo com bovinos, Westphal et 

al. (2017) testaram o DMSO obtendo resultados promissores. Por ser um álcool dipolar, o 

DMSO é capaz de interagir ou combinar-se com ácidos nucleicos, carboidratos, lipídios e 

proteínas sem alterar de forma irreversível a configuração dessas biomoléculas e, além disso, 

esse composto é considerado relativamente atóxico (WUSTEMAN et al., 2008). A concentra-

ção final de DMSO mais frequentemente usada é de 10%, mas a literatura relata concentra-

ções de 9%, 7,5%, 5% e menos de 5% (BAKKEN et al., 2003; SMAGUR et al., 2013). É im-

portante considerar, no entanto, que o uso de baixas concentrações pode afetar a recuperação 

celular devido à fraca proteção promovida (LECCHI, et al., 2016). 

Outro passo importante no protocolo de criopreservação é o procedimento da des-

congelação (RODRIGUES et al., 2014). Durante essa etapa, o reaquecimento do material 

congelado pode ocasionar injúrias celulares através do processo de recristalização ou ainda 

pelo crescimento dos microcristais de gelo que se formaram durante a congelação, tornando-

se macrocristais, que podem levar à ruptura celular. Portanto, recomenda-se que o processo de 

descongelação seja suficientemente rápido (SANTOS 2000). Nesse caso, a amostra é retirada 

do nitrogênio líquido e exposta imediatamente à temperatura ambiente ou mergulhada em 

banho-maria (ASADA et al., 2000). Logo em seguida à descongelação é necessária a remoção 

dos crioprotetores que pode ser realizada através de uma ou várias lavagens do material crio-

preservado (SANTOS, et al., 2008). Esse procedimento é um fator que pode afetar a sobrevi-

vência celular após descongelação, uma vez que, ao expor a célula com alta concentração de 

ACP a um meio com concentração deste agente baixa ou nula, a água tente a penetrar rapida-

mente na célula, causando aumento de volume ou até mesmo rompimento celular (FABBRI, 

2006). Por esse motivo, é importante a presença na solução de remoção do crioprotetor de 

uma alta concentração de moléculas não penetrantes, como a sacarose, que contrabalança a 

alta concentração de crioprotetor na célula reduzindo, com isso, o choque osmótico e contro-

lando o afluxo de água para o interior da celular (FABBRI, 2006). 

Em termos de aplicabilidades práticas, para a medicina veterinária, a criopreser-

vação de tecido ovariano tem uma grande importância, sobretudo para animais domésticos de 

alto valor genético que venham a óbito de forma inesperada (SHAW; WOOD; TROUNSON, 

2000), linhagens de animais de laboratório geneticamente modificados, ou até mesmo para os 

programas de preservação de espécies ameaçadas de extinção (RODRIGUES et al., 2014). 
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Em humanos a técnica surge como estratégia promissora na preservação da fertilidade de mu-

lheres com câncer ou com limitações de fertilidade que ocasionem falha ovariana prematura 

(LEE et al., 2019). Com essa finalidade, o passo seguinte após a criopreservação do tecido 

ovariano pode ser o transplante desses fragmentos ou o cultivo in vitro de folículos pré-antrais 

presentes no próprio ambiente ovariano ou mesmo isolados (RODRIGUES et al., 2002).  

De fato, a criopreservação permite o armazenamento de células e/ou tecidos por 

tempo indeterminado, possibilitando que após a descongelação, esse material retorne ao seu 

metabolismo habitual e continue o seu desenvolvimento normal. Desta forma, o cultivo in 

vitro de folículos pré-antrais criopreservados no córtex do ovário (in situ) ou de forma isolada 

surge como uma alternativa tanto para verificar o potencial de desenvolvimento das células 

que foram criopreservadas, como para a obtenção de um grande número de oócitos fertilizá-

veis e obtenção de embriões produzidos in vitro, oriundos de animais de grande interesse ge-

nético, comercial ou para a biodiversidade que estejam impedidos de assumir a sua função 

reprodutiva ou mesmo após sua morte (RODRIGUES et al., 2012).  

 

2.5. Adição de antioxidantes aos meios de cultivo in vitro e solução de vitrificação 

 

Um aspecto importante a ser considerado é que, seja em condições de cultivo in 

vitro ou de criopreservação, a composição do meio para ambos apresenta grande importância 

(SMITZ; CORTVRINDT, 2002).  Além das substâncias comumente utilizadas ao meio de 

cultivo e em protocolos de criopreservação, como apresentado anteriormente, a adição de ou-

tras substâncias se faz necessário. O enriquecimento do meio básico com substâncias antioxi-

dantes, por exemplo, é fundamental para combater a formação de EROS que surgem tanto 

durante o processo de cultivo como de criopreservação (RAJABI-TOUSTANI et al., 2013).  

Embora diferentes antioxidantes tenham sido rotineiramente adicionados ao meio 

básico de cultivo, como transferrina, selênio e ácido ascórbico, estudos têm sido desenvolvi-

dos para testar os efeitos de outras substâncias com potencial antioxidante (LINS et al., 2017). 

Os resultados desses estudos têm demonstrado que muitas ervas e produtos vegetais apresen-

tam atividade antioxidante o que levou a uma crescente demanda por substâncias fitoterápicas 

com essa propriedade (BEHMANESH et al., 2018). 

Neste sentido, diversos estudos já demonstraram a efetividade de substâncias na-

turais com propriedade antioxidante no cultivo de gametas femininos, como: extrato de Justi-

cia insularis (MBEMYA et al., 2018); extrato de própolis vermelha (NASCIMENTO et al., 

2018); rutina (LINS et al., 2017); extrato de Amburana cearensis (BARBERINO et al., 2015); 
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e frutalina (SILVA et al., 2018; SOARES-COSTA et al., 2018). Em protocolos de criopreser-

vação, o resveratrol já apresentou afeito positivo contra o estresse oxidativo na vitrificação de 

tecido ovariano (ROCHA et al., 2018), e de embriões bovinos (MADRID GAVIRIA et al., 

2019). 

Esses resultados aumentaram o interesse na busca de novos compostos que pos-

sam ser utilizados como, por exemplo, o extrato da Aloe vera que tem apresentado efeito anti-

oxidante em processos de criopreservação de células masculinas com aumento na eficiência e 

qualidade de espermatozoides pós-descongelação (SOUZA, et al., 2016). Dessa forma, dada a 

sua ação antioxidante, apresenta-se como uma opção tanto para uso no meio de cultivo como 

em protocolos de criopreservação. 

 

2.5.1. Aloe vera 

 

Figura 4. Imagens da Aloe vera mostrando aspectos externos da planta (A, B) e corte transversal da folha mos-
trando o gel líquido e cristalino (C). 

Fonte: Arquivo pessoal. 

  

Aloe vera (Figura 4), pertencente á família Liliaceae, é uma suculenta ou xerófita 

perene sem haste ou com haste muito curta com folhas alongadas e pontiagudas nas quais 

grandes quantidades de água são armazenadas no tecido (BOUBREAU; BELAND, 2006). 

Seu extrato vem sendo utilizado como medicamento tradicional nas culturas árabe, chinesa, 

egípcia, grega, indiana, japonesa, coreana e romana por mais de 2000 anos para tratar empiri-

camente uma ampla lista de distúrbios e doenças (SÁNCHEZ-MACHADO et al., 2017). 

Além disso, tem sido utilizado como ingrediente em muitos produtos cosméticos desde 1986 e 

ganhou grande importância por suas diversas atividades terapêutica. A planta contém mais de 

75 compostos diferentes, incluindo vitaminas, minerais, enzimas, açúcares, antraquinonas ou 

compostos fenólicos, lignina, ácidos tânicos, polissacarídeos, glicoproteínas, saponinas, este-
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róis, aminoácidos e ácido salicílico (DAS et al., 2011). Na vasta composição do extrato de 

Aloe vera pode-se encontrar substâncias com propriedades antimicrobianas e de regeneração 

celular, requisitos importantes no cultivo celular (AIRES et al., 2003). Adicionalmente, já foi 

verificado que o extrato aquoso das folhas de Aloe vera contém componentes antioxidantes de 

ocorrência natural (tabela 3) (OZSOY; CANDOKEN; AKEV 2009), apresentando-se assim 

como uma alternativa no combate e atenuação do estresse oxidativo. 

 

Tabela 3. Principais componentes da Aloe vera 

Classe Componentes 

Aminoácidos 

Alanina, arginina, ácido aspártico, ácido glutâmico, glicina, histidina, 

hidroxiprolina, isoleucina, fenilalanina, leucina lisina, metionina, prolina, 

tirosina, treonina, valina.  

Antraquinona 
Aloe-emodina, ácido aloetico, aloína, antranol, barbaloina, emodina, ester 

de ácido cinâmico, isobarbaloina.  

Carboidratos 

Acemanana, acetilatedglucomannan, aldopentose, celulose, frutose, galac-

toglucoarabinomanana, galactogalacturana, glicose, glucogalactomanana, 

glucomanana, xilano.  

Enzimas 
Aliiase, amilase, carboxipeptidase, catalase, celulase, ciclooxidase, fosfa-

tase alcalina, lipase, oxidase, peroxidase, superóxido dismutase.  

Minerais 
Cálcio, cloro, cobre, cromo, ferro, fósforo, magnésio, manganês, potássio, 

selênio, sódio, zinco.  

Vitaminas 
β-caroteno (A), ácido ascórbico (C), α-tocoferol (E) e complexo B (tiami-

na (B1), riboflavina (B2), piridoxina (B6), ácido fólico (B9) e colina).  

Outras substâncias 
Ácido salicílico, ácido úrico, colesterol, esteróides, giberelinas, lecitinas, 

lignina, triglicerídeos, β-sitosterol.  

Fonte: Choi; Chung (2003); Surjushe et al., (2008); Pandey; Singh (2016). 

 

O uso do extrato da Aloe vera na criopreservação de gametas masculinos de cate-

tos (Tayassu pecari) aumentou a motilidade espermática em 50% após a descongelação 

(SOUZA et al., 2016), demonstrando também efeito positivo na criopreservação de sêmen em 

animais domésticos (AGUIAR et al., 2012). Além disso, em ratos, foi verificado um aumento 

da motilidade de espermatozoides e incremento no nível de testosterona, sugerindo que Aloe 

vera tem forte atividade espermatogênica, aumentando os parâmetros espermáticos (ES-

TAKHR; JAVDAN, 2011). Estudos realizados por Shahraki et al. (2014) demonstraram tam-

bém que a Aloe vera tem efeito antioxidante, melhorando as características histológicas dos 
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testículos de ratos. Desta forma, acredita-se que a utilização do extrato do Aloe vera tanto na 

criopreservação de tecido ovariano, acrescentado aos crioprotetores, como no cultivo in vitro 

em adição ao meio permitiria um maior desenvolvimento folicular com manutenção da inte-

gridade morfológica do tecido e do folículo. 
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3. JUSTIFICATIVA 

 

O desenvolvimento de biotécnicas reprodutivas continua tendo como objetivo a 

expansão da disponibilidade de gametas femininos, além de contribuir significativamente para 

a compreensão dos mecanismos pelos quais hormônios, fatores de crescimento, produtos na-

turais ou toxinas ambientais afetam a viabilidade e o desenvolvimento desses gametas 

(SHEA; WOODRUFF; SHIKANOV, 2014; DONFACK et al., 2018). Apesar dos avanços nas 

técnicas de reprodução assistida, o número de oócitos de folículos pré-antrais passíveis de 

utilização ainda é limitado, mesmo com um grande grupo de gametas presentes nos ovários 

mamíferos (BARBONI et al., 2011). Na espécie bovina, a produção de oócitos competentes à 

fase de fertilização in vitro ainda é pequena, principalmente devido a não elucidação dos me-

canismos moleculares envolvidos na foliculogênese, sendo esta uma das principais questões 

relacionadas à biologia ovariana (ARAÚJO et al., 2014; BARBONI et al., 2011; SILVA et al., 

2017). Nessa espécie, os resultados obtidos têm sido limitados à ativação de folículos primor-

diais e formação de folículos antrais a partir de pré-antrais (secundários) (ARAÚJO et al., 

2014). Diante disso, é de fundamental importância o desenvolvimento de sistemas de cultivo 

in vitro que sejam capazes de suportar o crescimento folicular, mantendo as interações celula-

res necessárias para o desenvolvimento de folículos com crescimento prolongado (MCLA-

UGHLIN et al., 2010). 

Aliada a isso, a biotécnica de criopreservação de tecido ovariano tem se apresen-

tado como estratégia promissora para programas conservacionistas e de melhoramento genéti-

co, preservando gametas de espécies ou raças de animais em vias de extinção uma vez que a 

opção por criopreservar esse tecido ovariano permite a conservação de uma grande quantida-

de de gametas femininos de uma só vez. Além disso, folículos em estágio pré-antral têm apre-

sentado maior resistência a baixas temperaturas quando comparados aos folículos antrais, o 

que permite melhor eficiência no armazenamento dessa população folicular (SANTOS et al., 

2010; LIMA, et al., 2018). Em humanos, essa biotécnica têm sido apontada como promissora 

para a restauração da fertilidade em mulheres submetidas à rádio ou quimioterapia ou com 

risco de falha ovariana prematura (SANTOS et al., 2006) e para o desenvolvimento de proto-

colos ideais, dadas as limitações éticas e práticas para obtenção de ovários humanos, têm se 

recorrido a modelos bovinos dadas as similaridades entre esses ovários e os ovários humanos 

(WESPHAL et al., 2017).  

No entanto, tanto sistemas de cultivo como protocolos de criopreservação enfren-

tam desafios. Ambos os protocolos favorecem o estresse oxidativo diminuindo a proteção 
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antioxidante das células (LINS et al., 2017; AGARWAL et al., 2006). Estes efeitos, no entan-

to, podem ser reduzidos ou evitados com a adição de substâncias ao meio crioprotetor e/ou ao 

meio de cultivo, que permitirão preservar células vivas a temperaturas extremamente baixas, 

bem como o seu desenvolvimento e crescimento durante o cultivo in vitro. Neste sentido, 

muitos pesquisadores têm buscado o aperfeiçoamento destas técnicas com a adição de subs-

tâncias, extratos de plantas, por exemplo, que apresentem em sua composição, nutrientes ne-

cessários para o melhoramento de tal processo. A ação antioxidante está entre os efeitos mais 

importantes para protocolos de criopreservação e cultivo de células e tecidos. Neste sentido, o 

extrato da Aloe vera, que apresenta em sua composição componentes antioxidantes de ocor-

rência natural, incluindo fenóis totais, flavonoides, ácido ascórbico, β-caroteno e α-tocoferol 

apresenta-se com grande potencial na adição de meios de cultivo e de criopreservação. Além 

disso, podem-se encontrar no extrato da Aloe vera, substâncias com propriedades antimicrobi-

anas e de regeneração celular requisitos importantes no cultivo celular (AIRES et al., 2003).   
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4. HIPÓTESES 

 

 A adição do extrato de Aloe vera ao meio de cultivo in vitro de tecido ovariano bovino 

proporciona ativação e desenvolvimento folicular mantendo a morfologia adequada da 

célula e do tecido.  

 A adição do extrato de Aloe vera à solução de vitrificação de tecido ovariano bovino 

mantém a morfologia do folículo e do tecido, preservando a viabilidade folicular, 

permitindo a ativação e desenvolvimento do mesmo após a descongelação. 

 A adição do extrato de Aloe vera à solução de vitrificação de tecido ovariano bovino 

promove a expressão dos genes antioxidantes SOD, CAT, PRDX6 e GPX1 após des-

congelação. 
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5. OBJETIVOS 

 

5.1. Objetivo Geral 

 

Avaliar o efeito da adição do extrato de Aloe vera em protocolos de cultivo in vi-

tro e de vitrificação de folículos pré-antrais inclusos em tecido ovariano de bovinos. 

 

5.2. Objetivos específicos 

 

 Avaliar o efeito das diferentes concentrações de Aloe vera (0%, 1%, 5%, 10% ou 

50%) no cultivo in vitro de tecido ovariano de bovinos sobre a morfologia da célula e 

do tecido, ativação e desenvolvimento folicular.  

 Avaliar o efeito da adição da Aloe vera (10 ou 50%) na solução de vitrificação de teci-

do ovariano bovino sobre a morfologia celular e tecidual e viabilidade folicular após o 

aquecimento bem como sobre a ativação e desenvolvimento de folículos após a des-

congelação. 

 Avaliar o efeito da adição da Aloe vera (10 ou 50%) na solução de vitrificação sobre a 

expressão dos genes de defesa antioxidante SOD, CAT, PRDX6 e GPX1 após o aque-

cimento. 
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6. CAPÍTULO 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Influência das espécies reativas de oxigênio no cultivo in vitro de gametas femininos de 

mamíferos domésticos 
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RESUMO 

Os sistemas de cultivo in vitro de folículos pré-antrais e de complexos cúmulus-oócitos 

(COCs) se tornaram uma poderosa ferramenta capaz de subsidiar diversas biotécnicas repro-

dutivas com o fornecimento de um maior número de oócitos aptos à produção de embriões, 

bem como possibilitar estudos do efeito de diversas substâncias sobre a dinâmica folicular. 

No entanto, esses sistemas podem favorecer o estresse oxidativo e a diminuição da proteção 

antioxidante das células, distúrbio que está associado a altas taxas de atresia observada nos 

cultivos o que compromete a viabilidade dos folículos cultivados. Nesse sentido, para contor-

nar esses efeitos adversos, a adição de substâncias antioxidantes aos meios de cultivo tem sido 

proposta. Abrangendo diferentes classes e mecanismos de ação, esses compostos antioxidan-

tes têm por função interferir no processo de oxidação para inibir ou retardar o dano oxidativo 

causado pelos radicais livres às biomoléculas. Além de antioxidantes que têm sido rotineira-

mente utilizados com esse propósito, recentemente, substâncias alternativas de origem natural 

como extratos vegetais e óleos essenciais têm ganhado destaque, sendo objeto de estudos de 

muitos pesquisadores. Dessa forma, tendo em vista a influência do estresse oxidativo e a im-

portância do uso de antioxidantes no cultivo celular, a presente revisão objetiva abordar os 

principais mecanismos de síntese e atuação dos radicais livres bem como o papel dos antioxi-

dantes em protocolos de cultivo in vitro de folículos ovarianos em animais domésticos. 

 

Palavras-chave: Cultivo in vitro. Folículos ovarianos. Estresse oxidativo. Antioxidantes. 
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ABSTRACT 

 

In vitro culture systems for female gametes have become a powerful tool capable of subsidiz-

ing several reproductive biotechniques with the supply of a greater number of oocytes capable 

of embryo production as well as enabling studies of the effect of various substances on follic-

ular dynamics. However, these systems can favor oxidative stress and decrease the antioxi-

dant protection of cells, a disorder that is associated with high rates of atresia observed in cul-

tures, which compromises the viability of cultured follicles. In this sense, to circumvent these 

adverse effects, the addition of anti-oxidant substances to the culture media has been pro-

posed. Covering different classes and mechanisms of action, these antioxidant compounds 

have the function of interfering in the oxidation process to inhibit or delay the oxidative dam-

age caused by free radicals to biomolecules. In addition to antioxidants that have been rou-

tinely used for this purpose, recently, alternative substances of natural origin such as plant 

extracts and essential oils have gained prominence, being the subject of studies by many re-

searchers. Thus, in view of the influence of oxidative stress and the importance of using anti-

oxidants in cell culture, this review aims to address the main mechanisms of synthesis and 

action of free radicals as well as the role of antioxidants in in vitro culture protocols of ovari-

an follicles of domestic animals. 

 

Keywords: In vitro culture. Ovarian follicles. Oxidative stress. Antioxidants. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A formação de Espécies Reativas de Oxigênio (EROS) em condições in vivo é um 

processo fisiológico e de grande importância, sendo gerado durante a divisão celular e o me-

tabolismo de organismos (LI et al., 2017). No entanto, a sua produção em excesso pode trazer 

sérios danos, ocasionando o estresse oxidativo (SIES, 2015). Sua formação, seja durante o 

processo normal ou de forma exacerbada, é desencadeada, tipicamente, durante o processo de 

redução de oxigênio no interior da mitocôndria (SILVA et al., 2011). Em determinadas condi-

ções, as EROS podem ocasionar a peroxidação lipídica bem como a morte de células 

(TSIKAS, 2017). Para evitar os danos decorrentes da ação de EROS, os sistemas vivos de-

senvolveram mecanismos de defesa antioxidantes que têm como objetivo limitar os níveis 

intracelulares de tais espécies reativas e controlar a ocorrência de danos, mantendo, dessa 

forma, o equilíbrio redox do ambiente celular (BARBOSA et al., 2010). Quando, no entanto, 

o equilíbrio entre a formação de radicais livres e substâncias antioxidantes é desfeito, tem-se o 

estresse oxidativo (SIES, 2015). 

Em situações de cultivo in vitro, o estresse oxidativo é ocasionado quando a taxa 

de produção dos compostos oxidantes é maior que a eliminação deles pelos sistemas de defesa 

antioxidantes naturais ocasionando um desequilíbrio metabólico com influência prejudicial 

nos tecidos e células (STIER et al., 2012). Esse distúrbio que está associado a altas taxas de 

atresia observada nos cultivos, o que compromete severamente a qualidade dos folículos cul-

tivados (SAEED-ZIDANE et al., 2017). Alguns dos muitos efeitos conhecidos da formação 

aumentada de EROS em sistemas biológicos incluem a peroxidação de membranas lipídicas, 

dano oxidativo de ácidos nucléicos e carboidratos e ainda a oxidação de grupos sulfidrilas nas 

proteínas (DORNAS, et al., 2007). Esses eventos resultam em mau funcionamento do DNA, 

perda da integridade da membrana e disfunção mitocondrial (WU et al., 2011). Pesquisas têm 

revelado que o estresse oxidativo pode, ainda, ativar importantes vias indutoras de apoptose 

celular, além de regular positivamente o nível de expressão de proteínas pró-apoptóticas resul-

tando, dessa forma, no comprometimento da estrutura de folículos submetidos a protocolos de 

cultivo in vitro (HORI et al., 2013).  

Para contornar os efeitos deletérios inerentes ao estresse oxidativo ocasionado pe-

los sistemas de cultivo, diferentes estratégias têm sido propostas, como a adição de substân-

cias antioxidantes aos meios, tais como a glutationa (YOSHIHARA et al., 2009), melatonina 

(TANABE et al., 2015), transferrina, selênio e ácido ascórbico (LUZ et al., 2013; SANTOS et 

al., 2014). Abrangendo diferentes classes e mecanismos de ação, os antioxidantes têm por 
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função interferir no processo de oxidação com a finalidade de inibir ou retardar o dano oxida-

tivo causado pelos radicais livres às biomoléculas, promovendo isso por meio da inativação 

ou estabilização desses radicais (OROIAN, ESCRICHE, 2015; SOUSA et al., 2007; RIBEI-

RO et al., 2005). Além desses antioxidantes que têm sido rotineiramente utilizados no cultivo 

de folículos ovarianos, recentemente, a busca de substâncias alternativas como a rutina (LINS 

et al., 2017) e o resveratrol (ROCHA et al., 2018) tem ganhado destaque, sendo objeto de es-

tudo de muitos pesquisadores (KAUR; MUTHURAMAN, 2016; WANG et al., 2014).  

Outro grupo de compostos que têm sido objeto de estudos são os óleos essenciais 

obtidos a partir de plantas. Esses compostos são caracterizados por possuírem uma ampla va-

riedade de componentes bioativos, razão pela qual têm atraído interesse no seu uso para diver-

sas finalidades, incluindo ação antioxidante (CARNEIRO et al., 2017). O alto potencial antio-

xidante dos óleos essenciais está relacionado à presença de metabólitos secundários como 

compostos fenólicos e seus derivados os quais estão intimamente relacionados com a elimina-

ção de radicais livres, principalmente devido à presença de grupos hidroxila nas suas estrutu-

ras, tornando-os potenciais agentes redutores através da doação de hidrogênios (AQUINO et 

al., 2017; GHAFFARI et al., 2018). 

Dessa forma, tendo em vista a influência do estresse oxidativo e a importância do 

uso de antioxidantes no cultivo celular, a presente revisão objetiva abordar os principais me-

canismos de síntese e atuação dos radicais livres bem como o papel dos antioxidantes em pro-

tocolos de cultivo in vitro de folículos ovarianos de fêmeas domésticas. 

 

2. ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO 

  

Os radicais livres são espécies químicas constituídas por um átomo ou associação 

de átomos que apresentam um ou mais elétrons não pareados em sua órbita mais externa, 

apresentando alta instabilidade energética e cinética já que, para permanecerem estáveis, pre-

cisam doar ou retirar um elétron de outra molécula (VALKO et al., 2007). Sua síntese pode 

ocorrer a partir do oxigênio, do nitrogênio, do carbono ou do enxofre. Quando sua síntese é 

derivada do oxigênio são denominados de espécies reativas do oxigênio (EROS) e são as mais 

relevantes, pois sua formação é desencadeada durante o processo normal da redução de oxi-

gênio no interior da mitocôndria (SILVA et al., 2011). 

As espécies reativas de oxigênio são normalmente produzidas nas células de or-

ganismos vivos como resultado do metabolismo celular normal e são fundamentais para a 

manutenção da homeostase celular (CENINI; LLORET; CASCLLA, 2019). Em condições 
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fisiológicas, concentrações baixas a moderadas de EROS estão envolvidas em processos co-

mo resposta imune, inflamação, plasticidade sináptica, aprendizado e memória (KISHIDA; 

KLANN, 2007). Além disso, podem atuar como segundos mensageiros celulares para regular 

vias de transdução de sinal que levam ao controle da expressão gênica e às alterações pós-

traducionais de proteínas envolvidas em funções celulares, crescimento, diferenciação e morte 

celular (ALLEN; TRESINE, 2000). No ovário mamífero as EROS possuem participação im-

portante na proliferação celular (RAHIMI et al., 2003), maturação oocitária (HAMMADEH et 

al., 2008), luteólise (SUGINO et al., 2000), esteroidogênese folicular e luteal, ovulação, ferti-

lização, implantação e desenvolvimento embrionário inicial (AGARWAL; ALLAMANENI, 

2004; FUJII et al., 2005). Portanto, sua produção em proporções adequadas é fisiologicamente 

importante, porém, a produção excessiva pode conduzir a danos oxidativos (FILIPOVIC et 

al., 2015). Por esse motivo, em condições fisiológicas, as EROS e sistemas antioxidantes na-

turais encontram-se em uma situação de equilíbrio. Quando este equilíbrio é quebrado e uma 

quantidade excessiva de EROS é produzida e liberada sem a correspondente degradação pelos 

agentes antioxidantes ocorre o estresse oxidativo (ANDRADE et al., 2010).  

Nas células, essa perda do equilíbrio redox pode ser desencadeada por espécies 

reativas oriundas das mais diversas fontes (Tabela 1) e podem, didaticamente, ser divididas 

em duas categorias: espécies radicalares e não radicalares. As espécies radicalares são caracte-

rizadas pela capacidade de atuarem como doadoras ou aceptoras de elétrons criando altera-

ções no ambiente molecular ao seu redor. Nesse grupo incluem-se hidroxila, superóxido, pe-

roxila e alcoxila. Já as espécies não radicalares, representadas pelo oxigênio singleto, peróxi-

do de hidrogênio e ácido hipocloroso não possuem elétrons livres, mas também podem reagir 

com moléculas ao seu redor ocasionando os mais variados efeitos adversos (MARTELLI; 

NUNES, 2014; BARREIROS et al., 2006; TORTORA et al., 2012).  

 

Tabela 1. Principais espécies reativas de oxigênio 

EROS 
Estrutura 
química 

Descrição Ocorrência 

Hidroxila HO• Altamente reativo Formado a partir da hemólise da água 
Radical  
superóxido 

O2
.- 

Altamente potente na indução 
de dano celular 

Praticamente em todas as células aeró-
bicas 

Peroxila ROO. 
Agente importante na oxidação 

do DNA e lipídios 
Formado a partir da oxidação não en-

zimática de lipídios 

Alcoxila RO. 
Envolvidos em muitas reações 
em cadeia, incluindo a peroxi-

dação lipídica 

Pode ser formado a partir da conversão 
de hidroperóxidos lipídicos (ROOH) 

Oxigênio 
singleto 

1O2 

Molécula excitada de oxigênio. 
Não é um radical livre por não 
possuir elétrons desemparelha-

dos na última camada 

Produzido por fagócitos, indução lumi-
nosa e reações catalisadas pelas pero-

xidases 
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Peróxido de 
hidrogênio  

H2O2 

Não é um radical livre por não 
apresentar elétrons desempare-

lhados na última camada 
Reações para produção de HO•  

Ácido 
hipocloroso  

HClO 

Molécula altamente tóxica que 
reage com biomoléculas essen-

ciais causando danos oxidativos, 
incluindo peroxidação lipídica e 

carbonilação de proteínas 

Sintetizado por mieloperoxidases nos 
neutrófilos a partir de H2O2 e cloreto 

Fonte: Adaptado de Oliveira & Schoffen (2010) e Goemans; Colar (2019) 

 

A nível celular, os efeitos de espécies reativas podem variar desde a morte celular 

devido a danos generalizados a macromoléculas, até efeitos mais sutis no metabolismo celu-

lar, morfologia ou vias de sinalização (MARTINDALE; HOLBROOK, 2002). O impacto 

global das EROS na função celular varia com as espécies reativas, mas também pode ser afe-

tado pelo tipo de célula, níveis de antioxidantes endógenos e enzimas antioxidantes, estado de 

diferenciação bem como o ambiente extracelular (JONES; GO, 2010). Dessa forma, alguns 

dos muitos efeitos conhecidos da formação aumentada de EROS em sistemas biológicos in-

cluem o dano oxidativo ao DNA, alterações na homeostase iônica intracelular, peroxidação de 

membranas lipídicas bem como oxidação de proteínas e carboidratos (WANG, et al., 2019; 

AKBARALI, 2014).  

 

- Dano oxidativo ao DNA 

 

EROS são uma das principais fontes de dano ao DNA, pois podem modificar dire-

tamente o DNA ou indiretamente gerar diferentes lesões, ambas afetando a viabilidade celular 

(COOKE et al., 2003). Entre as nucleobases, a guanina é a mais susceptível às EROS devido 

ao seu baixo potencial redox, e os principais produtos de sua oxidação são a 8-hidroxiguanina 

e a 8-hidroxidesoxiguanosina (8-OHG e 8-OHdG), ambas são altamente mutagênicas e carci-

nogênicas, pois podem combinar tanto com a citosina quanto com a adenina, levando, assim, 

à transversões de GC para AT (NEELET; ESSIGMANN, 2006). Importante ressaltar, ainda, 

que diferentes produtos de oxidação no DNA podem resultar em diferentes tipos de mutações 

gênicas, com a ressalva de que a ocorrência da mutação depende da especificidade da eficiên-

cia do reparo do gene alvo (JIANG; JAMES, 2019). 

O DNA mitocondrial (mtDNA) é particularmente vulnerável ao ataque de EROS 

devido à geração delas na Cadeia Transportadora de Elétrons (CTE) bem como à falta de pro-

teção das histonas e a ausência ou mecanismos mínimos de reparo (COOKE; EVANS; DI-

ZDAROGLU, 2003). A CTE produz radicais livres do oxigênio durante o seu funcionamento 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3442266/#B52
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3442266/#B38
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normal e eles desempenham um papel importante na sinalização celular (DUNN; ALVAREZ; 

SOLDATI, 2015). No entanto, a extensão de EROS produzidas pode aumentar durante o mau 

funcionamento da CTE. Essas EROS extras são principalmente produzidas pelos complexos I 

e III da CTE no acoplamento com o vazamento de prótons induzido (NANAYAKKARA; 

WANG; YANG, 2019). Um pequeno desequilíbrio nas funções da CTE pode levar a um 

acúmulo transitório de EROS, o que pode danificar o mtDNA nos genes que codificam os 

componentes da CTE. A expressão desses genes danificados pode levar à síntese de proteínas 

da CTE com problemas, maior acúmulo de EROS e ainda mais danos maciços ao mtDNA em 

uma situação referida como ―ciclo vicioso mitocondrial‖ (PINTO; MORAES, 2015). 

 

- Homeostase iônica intracelular 

 

Ainda como efeito deletério de EROS pode ocorrer perda da homeostase iônica 

intracelular por perturbações em canais iônicos causadas pelo acúmulo de radicais livres na 

célula. Esses canais iônicos são proteínas multiméricas localizadas na membrana plasmática e 

nos compartimentos celulares internos formando poros íon-seletivos que se abrem ou se fe-

cham em resposta a estímulos específicos, como potencial de membrana, ligação a ligantes, 

temperatura e estímulos mecânicos (AKBARALI, 2014). EROS podem induzir diretamente 

modificações pós-traducionais de canais iônicos levando à oxidação de resíduos de aminoáci-

dos específicos (grupos sulfidrila ou ligações dissulfeto envolvendo resíduos de cisteína) ou 

indiretamente modular a função do canal afetando as vias de sinalização que controlam a 

transcrição gênica (ANNUNZIATO et al., 2002). 

No retículo endoplasmático (RE) um desequilíbrio de EROS pode induzir a libe-

ração de Ca2+ levando à perda da homeostase desse íon na célula. Em condições fisiológicas 

normais a concentração de cálcio dentro do lúmen do RE é muito maior do que no citosol. 

Essa concentração é mantida por bombas no RE e é necessária para o correto funcionamento 

do mecanismo de dobragem de proteínas. As EROS são capazes de ativar canais de liberação 

de Ca2+ na membrana do retículo (HOOL; CORRY, 2007). A liberação resultante de Ca2+ do 

RE ativará diversos processos sensíveis ao cálcio dentro da célula incluindo importantes vias 

de sinalização (HOOL; CORRY, 2007). Além disso, a perda da atividade das chaperonas re-

sulta no acúmulo de proteínas mal dobradas dentro do lúmen, levando à geração adicional de 

EROS, na tentativa de redobrá-las (TU; WEISSMAN, 2004). O acúmulo também estimulará a 

resposta a proteínas mal enoveladas, um conjunto altamente conservado de vias de sinalização 
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que visam restaurar a homeostase, mas, se isso falhar, estimulará a apoptose (XU; BAILLY-

MAITRE; REED, 2005; RON; WALTER, 2007). 

O aumento na concentração do íon Ca2+ citosólico também afeta negativamente a 

função mitocondrial, incluindo um aumento na produção própria de ERO e a abertura do poro 

de transição de permeabilidade. Essa abertura é promovida sinergicamente pelo aumento de 

Ca2+ e oxidação dos grupos tiol nas proteínas da membrana mitocondrial interna (KOWAL-

TOWSKI; CASTILLO; VERCESI, 2001). Como resultado, o potencial de membrana mito-

condrial e a síntese de ATP colapsam. Se as mitocôndrias em toda a célula forem afetadas, as 

concentrações de ATP caem abruptamente, a homeostase iónica é perdida e a célula sofre 

necrose primária (BURTON; JAUNIAUX, 2011). 

 

- Peroxidação lipídica 

 

A peroxidação lipídica ocorre nas cadeias laterais dos ácidos graxos poli-

insaturados da membrana plasmática ou de qualquer organela que contenha lipídios. Essas 

cadeias laterais reagem com o O2 e criam o radical peroxila, que pode obter H+ de outro ácido 

graxo, criando uma reação contínua (ABUJA; ALBERTINI, 2001). Isso acarreta severas alte-

rações na estrutura e permeabilidade da membrana celular alterando o fluxo de íons e outras 

substâncias, resultando na perda da seletividade para entrada e/ou saída de nutrientes e subs-

tâncias tóxicas na célula (AYALA; MUÑOZ; ARGUELLES, 2014). Além disso, a peroxida-

ção lipídica gera um grupo heterogêneo de produtos finais relativamente estáveis, como ma-

londialdeído (MDA), 4-hidroxi-2-nonenal (HNE), acroleína e isoprostanos (REED, 2011). 

MDA, HNE e acroleína são capazes de ligar proteínas e DNA, levando à alteração da confor-

mação e função (WINCZURA; ZDZALIK; TUDEK, 2012).  

 

- Oxidação de proteínas e carboidratos 

 

As proteínas também são expostas a ataques de EROS, ocasionando modificações 

de aminoácidos sítio-específicos, fragmentação da cadeia peptídica, agregação de produtos de 

reação reticulados, carga elétrica alterada e aumento da suscetibilidade das proteínas à proteó-

lise (MOLLER; KRISTENSEN, 2004). Nas enzimas, as alterações no nível de aminoácidos 

tendem a resultar em alterações de estrutura e consequentemente da função enzimática levan-

do a alterações funcionais que perturbam o metabolismo celular (KADA et al., 2017). 
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Carboidratos também podem ser afetados por EROS, onde a oxidação de açúcares 

gera compostos dicarbonílicos intermediários altamente reativos, como na glicólise e na auto-

oxidação da glicose, gerando o metilglioxal e o glioxal. Esses produtos possuem grupos car-

bonilas reativos que se condensam aos grupos de aminas primárias e geram os produtos finais 

de glicação avançada (AGEs) (VISTOLI, et al., 2013; CENINI, LLORET; GENUTH, 2005). 

Os mecanismos básicos pelos quais os AGEs danificam as células compreendem a modifica-

ção de estruturas intracelulares, incluindo as que participam da transcrição gênica; interações 

com proteínas da matriz extracelular, mudando a sinalização entre a matriz e a célula, gerando 

falhas nas funções e na estrutura do tecido afetado. Além disso, pode ainda ocorrer modifica-

ção de proteínas ou lipídeos plasmáticos (BROWNLEE, 2005).   

Como visto, espécies reativas de oxigênio correspondem a um importante fator 

capaz de limitar e/ou impossibilitar a manutenção da viabilidade de células sob condições de 

estresse oxidativo. Dito isso, verifica-se a necessidade de uma explanação mais específica 

acerca da influência desse estresse em sistemas de cultivo de gametas femininos. 

 

3. INFLUÊNCIA DO ESTRESSE OXIDATIVO NO CULTIVO IN VITRO DE GAME-

TAS FEMININOS 

 

O sucesso do cultivo in vitro, envolve a adição de diversas substâncias visando, 

oferecer um ambiente mais próximo do que seria in vivo. No entanto, fatores como a proce-

dência dos ovários, suplementação dos meios de cultivo e o estresse oxidativo, influenciam o 

sucesso da foliculogênese in vitro (SILVA et al., 2015; SÁ et al., 2018). O estresse oxidativo 

pode provocar danos à fisiologia do ovário de mamíferos e desencadear várias vias de morte 

celular no ovário, onde, tanto em oócito quanto em células da granulosa já foi relatada a ocor-

rência de apoptose, autofagia e necrose em decorrência do estresse oxidativo (CHAUDHARY 

et al., 2019).  

O cultivo do tecido ovariano apresenta inúmeras vantagens, uma vez que os folí-

culos presentes podem ser mantidos no ambiente natural. No entanto, o sucesso dos atuais 

sistemas de cultivo ainda é insatisfatório, sendo limitado à baixa eficiência de sobrevivência a 

longo prazo do crescimento de folículos primordiais e primários (GUZEL; OKTEM, 2017; 

CHANDRA; SAMALI; ORRENIUS, 2000). Um dos fatores que pode influenciar no sucesso 

do cultivo in vitro é o estresse oxidativo visto que, de acordo com Massignam et al. (2018), 

qualquer manipulação de tecidos e células pode levar à produção excessiva de EROS, provo-

cando danos celulares e teciduais e, eventualmente, morte celular. De fato, o cultivo in vitro 
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de fragmentos de tecido ovariano ocasiona uma maior formação de espécies reativas, haven-

do, assim a necessidade de se utilizar substâncias antioxidantes que promovam um equilíbrio 

na produção de EROS (SILVA et al., 2011). Um dano importante causado pelo estresse oxi-

dativo é a quebra do DNA no momento da replicação, prejudicando a polimerização do DNA, 

resultando em degeneração, morte celular e consequentemente em danos teciduais (COX et 

al., 2000). 

O cultivo in vitro de folículos ovarianos isolados também sofre ação negativa do 

estresse oxidativo que é ocasionado pela manipulação, ausência de mecanismos fisiológicos 

de proteção às células e pelo aumento dos níveis de oxigênio no meio celular, promovendo 

assim, uma baixa produção de oócitos competentes para etapas subsequentes como a fertiliza-

ção in vitro (SÁ et al., 2018). Folículos cultivados in vitro apresentam menor capacidade de 

desenvolvimento quando comparados aos crescidos no ambiente fisiológico. Isso porque, em 

condições in vitro, os folículos podem ser expostos a concentrações de oxigênio superiores às 

fisiológicas (20%) (SÁ et al., 2018).  Além disso, a produção de subprodutos da peroxidação 

lipídica como o malondialdeído (MDA) pode ainda provocar reações destes com outros com-

ponentes celulares incluindo proteínas e ácidos nucléicos e levar à disfunção da célula (KAS-

HKA et al., 2016; HALLIWELL, 2014).  

O estresse oxidativo também provoca danos às células da granulosa, que podem 

apresentar crescimento anormal e perda da função, levando essas células à apoptose, e, por 

conseguinte, à atresia folicular (ZHANG et al., 2016; LI et al., 2016; LEE et al., 2013). As 

mitocôndrias são as primeiras organelas a sofrerem degeneração visto serem o local onde são 

produzidos os radicais de oxigênio e, assim, o dano provocado a essas organelas pelas EROS 

leva à degeneração das células da granulosa e a uma diminuição na qualidade do folículo ova-

riano (SHI et al., 2016). Estudos demonstraram que a apoptose induzida pelo estresse oxidati-

vo em células da granulosa resulta na redução dos níveis de estradiol e em atresia folicular 

(GHATEBI et al., 2019). Foi observado que, o estresse oxidativo, é capaz de interromper a 

comunicação entre oócitos e células da granulosa promovendo uma diminuição da qualidade 

oocitária (CHAUBE et al., 2014). Evidências apontam ainda que as EROS são capazes de 

induzir várias vias de apoptose mitocondrial através da ativação de receptores de morte locali-

zados nas membranas celulares, ocorrendo assim, a indução da proteína quinase ativadora de 

mitógenos e da via das caspases (CHANDRA et al., 2000). 

O estresse oxidativo é o responsável primário pelo declínio da qualidade dos oóci-

tos em função da idade, através da acumulação de danos causado às mitocôndrias durante o 

metabolismo biológico diário (BENTOV et al., 2011). Assim, distúrbios na função mitocon-
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drial e outros fatores como o estresse do retículo endoplasmático e redução da capacidade 

antioxidante podem estar envolvidos na progressão do envelhecimento oocitário (ZHANG et 

al., 2019). Importante ressaltar, no entanto, que, em condições normais, as espécies reativas 

de oxigênio desempenham funções essenciais para o desenvolvimento do oócito e para o pro-

cesso de ovulação (RIZZO et al., 2012). De acordo com Chaudhary et al. (2019), níveis mo-

derados de EROs, desencadeiam a retomada meiótica do oócito da fase de diploteno, bem 

como a parada em M-II, e a suplementação do meio com antioxidantes inibe a retomada es-

pontânea sob condições de cultivo in vitro.  

Assim, apesar de as EROs serem um produto normal do metabolismo celular, o 

seu excesso provoca danos ao DNA, disfunção mitocondrial e modificação da oxidação de 

proteínas, isso resulta em baixa qualidade de oócitos e bloqueio do seu potencial de desenvol-

vimento (TAMURA et al., 2008; RAJANI et al., 2012). Dado isso, a suplementação dos mei-

os com substâncias antioxidantes, é etapa fundamental em protocolos dessa natureza, com o 

propósito de minimizar os danos advindos do estresse oxidativo. 

 

4. ANTIOXIDANTES UTILIZADOS NO CULTIVO IN VITRO 

 

A composição dos meios de cultivo de folículos ovarianos é um fator chave para 

promover o adequado desenvolvimento in vitro de folículos pré-antrais para etapas mais 

avançadas (FERREIRA et al., 2016). Um ambiente equilibrado de oxigênio deve ser conside-

rado, devido ao efeito danoso do estresse oxidativo. Dessa forma, embora certa concentração 

de EROS seja necessária para que várias vias metabólicas funcionem, é importante a manu-

tenção de um equilíbrio na produção desses compostos tendo em vista seus efeitos deletérios 

sobre células da granulosa, fertilização oocitária e desenvolvimento embrionário posterior 

(AGARWALL; ALLAMANENI, 2004; BEDAIWY, et al., 2004). Portanto, a adição de anti-

oxidantes ao meio de cultivo é necessária para prevenir ou diminuir o dano induzido pelo es-

tresse oxidativo in vitro e, por esse motivo, diferentes componentes antioxidantes têm sido 

rotineiramente adicionados em meios de cultivo de células e tecidos ovarianos como transfer-

rina, selênio e ácido ascórbico (LUZ, et al., 2013; SANTOS, et al., 2014). A utilização destas 

substâncias já é bastante difundida apresentando resultados satisfatórios, no entanto, encare-

cem os sistemas de cultivo e não suprem com total efetividade as necessidades antioxidantes 

observadas nesses sistemas. Por esse motivo, fica evidente a necessidade da realização de 

estudos que objetivem a prospecção e caracterização de compostos alternativos, principalmen-

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6587974/#ref-46
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6587974/#ref-38
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te aqueles de origem natural, que possuam eficácia na manutenção do equilíbrio redox e que, 

além disso, sejam de baixo custo.  

 

- Antioxidantes de origem vegetal 

 

Compostos naturais presentes em plantas medicinais têm sido considerados uma 

estratégia promissora e de baixo custo na busca por fontes alternativas de suplementos com 

atividade contra o estresse oxidativo (BARBERINO et al., 2015; CAVALCANTE et al., 

2017).  Nesse contexto, os extratos vegetais têm ganhado destaque por possuírem uma grande 

variedade de moléculas sequestradoras de radicais livres, como flavonoides, antocianinas, 

carotenoides, glutationina, vitaminas e metabólitos endógenos, sendo a maioria desses com-

postos derivados do metabolismo secundário das plantas (CHOI et al., 2002; MAIA, 2008). 

Essas características amplia o interesse na utilização desses compostos como potenciais inibi-

dores do estresse oxidativo no cultivo in vitro de folículos ovarianos em animais domésticos. 

Além dos extratos, os óleos essenciais, caracterizados como compostos voláteis 

obtidos a partir de plantas e possuindo uma ampla variedade de compostos bioativos, também 

têm atraído o interesse no seu uso para diversas finalidades, incluindo proteção antioxidante 

(CARNEIRO et al., 2017). Entre os componentes químicos encontrados nessas substâncias 

pode-se citar os monoterpenos, triterpenos e sesquiterpenos, sendo os monoterpenos os com-

ponentes mais comuns em óleos essenciais (MORAIS et al., 2006; GHAFFARI; RAHIM-

MALEK; SABZALIAN, 2018) e, assim como os extratos, possuem também importante teor 

de compostos fenólicos e derivados (AQUINO et al., 2017; GHAFFARI et al., 2018). 

Entre todos os metabólitos potencialmente antioxidantes presentes nos extratos e 

óleos essenciais vegetais, os compostos fenólicos têm sido bastante difundidos. Esses com-

postos são caracterizados por ter pelo menos um anel aromático com um ou mais grupamen-

tos hidroxila e variam de moléculas fenólicas simples a compostos altamente polimerizados. 

Sua biossíntese ocorre a partir da via dos fenilpropanoides e são frequentemente conjugados 

com açúcares, outros fenólicos e poliamidas (TORRAS-CLAVERIA et al., 2012; VALDER-

RAIN-RODRÍGUEZ et al., 2014). São compostos representados, principalmente, pelos fla-

vonoides e taninos (AQUINO et al., 2017).  

Os flavonoides compõem uma classe de componentes químicos que diferem entre 

si pela estrutura química, e apresentam diversas formas de ação antioxidante dada a sua capa-

cidade em neutralizar os radicais livres ou quelar íons metálicos (AQUINO et al., 2017). A 

presença de grupos hidroxilas em sua estrutura promove a inibição das reações de oxidação 
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das espécies reativas de oxigênio por doarem átomos de hidrogênio às espécies, estabilizando-

as e transformando-as em quinonas (substâncias pardas) (GHAFFARI et al., 2018). Por sua 

vez, ao quelar íons metálicos, ocorre a inibição da reação de Fenton, uma forma endógena de 

produzir espécies reativas (AQUINO et al., 2017). Além disso, os flavonoides podem, ainda, 

atuar como inibidores do sistema enzimático que é responsável pela formação de EROs a par-

tir de enzimas como cicloxigenase e lipoxigenase e podem atuar ainda por meio da indução de 

enzimas com propriedades antioxidantes, como a metalotioneína, que é capaz de quelar me-

tais (BEHLING et al., 2006). 

Nesse contexto, em estudo recente conduzido por Lins et al. (2017) verificou-se 

que a rutina, pertencente ao grupo dos flavonoides, foi capaz de aumentar a proteção antioxi-

dante de folículos ovarianos ovinos cultivados por 12 dias pelo aumento nos níveis de GSH. 

Nesse estudo foi proposto que a rutina pode, então, ser utilizada como único antioxidante pre-

sente no meio base, substituindo a adição de transferrina, selênio e ácido ascórbico durante a 

cultura in vitro de folículos secundários ovinos por 12 dias. Em outro estudo, o resveratrol 

tem apresentado diversas atividades biológicas dentre elas, antioxidante (CABELLO et al., 

2015; WANG et al., 2017). Como um antioxidante, o resveratrol protege a função mitocon-

drial pela ativação do gene da sirtuína-1 (SIRT1), encontrado nas células da granulosa, células 

do cúmulus, oócitos e blastocistos (WANG et al., 2014; MORITA et al., 2012). Em estudo de 

Rocha et al. (2017) demonstrou-se que o resveratrol foi capaz de manter parâmetros aceitáveis 

de ERO em tecido ovariano de bovinos. Somado a isso, já foi verificado que antocianinas, 

obtidas a partir de maçãs vermelhas, foram capazes de reduzir o estresse oxidativo em células 

da granulosa de suínos com importante repercussão no aumento da expressão de proteínas 

antiapoptóticas Bcl2, além da redução da proteína pro-apoptótica Bax (XIANG et al., 2017).   

Além desses relatos, Gouveia et al. (2016) verificaram que a suplementação do 

meio base com extrato de Amburana cearensis associado ao FSH foi capaz de melhorar os 

níveis de GSH e mitocôndrias metabolicamente ativas em folículos caprinos cultivados in 

vitro, corroborando com achados de Barberino et al. (2015) que constataram que uma concen-

tração adequada do extrato de A. cearensis, sem suplementação, mantém a sobrevivência foli-

cular além de promover o desenvolvimento de folículos secundários isolados de ovinos in 

vitro.  

Ainda, nesse contexto do potencial dos extratos vegetais como atenuadores do es-

tresse oxidativo tem ganhado destaque a Aloe vera (AV). De fato, AV é uma planta perene e 

suculenta que apresenta em seu conteúdo sólido mais de 75 compostos potencialmente ativos 

diferentes, incluindo vitaminas, minerais, enzimas, vitaminas solúveis em água e em gorduras, 
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polissacarídeos simples e complexos, bem como compostos fenólicos e ácidos orgânicos. Es-

sa composição faz com que a planta apresente diversas propriedades farmacológicas, dentre 

elas atividade antioxidante (SUMI et al., 2019; DAS et al., 2011). A atividade moduladora da 

AV ao estresse oxidativo tem sido atribuída à presença, no gel da planta, de quantidades subs-

tanciais de compostos antioxidantes, incluindo α-tocoferol (vitamina E), carotenoides, ácido 

ascórbico (vitamina C), flavonoides e taninos, demonstrando o potencial de eliminação de 

vários radicais livre in vitro pelo gel de AV (CESAR et al., 2018). De acordo com Saini, 

(2011), o extrato da planta é capaz de eliminar os radicais livres 2,2-difenil-1-picril-hidrazil 

(DPPH), 2,2-azinobis- (ácido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfônico) (ABTS) e óxido nítrico de 

maneira dependente da concentração. Além desse relatório, estudo recente conduzido por 

Sumi et al. (2019) demonstrou o efeito benéfico da AV sobre parâmetro de estresse oxidativo 

em ratos. Nessa investigação a AV foi capaz de aumentar a atividade de importantes enzimas 

antioxidantes como CAT e SOD, além do aumento de GSH no plasma e tecidos. Concomitan-

te a esses resultados, uma diminuição expressiva do malondialdeído também foi observada. 

Em conjunto, os efeitos positivos da AV contra os efeitos deletérios do estresse oxidativo em 

outras espécies sugerem a potencialidade da utilização do extrato de AV como suplemento de 

meios de cultivo de gametas femininos visando ao equilíbrio redox celular.  

Óleos essenciais também apresenta destaque em seu potencial antioxidante, como 

por exemplo o óleo essencial do gênero Ocimum (MORAIS et al., 2006). Nos extratos dessas 

plantas, foram identificados diversos compostos fenólicos, incluindo flavonoides, diterpenos 

fenólicos e ácidos fenólicos, os quais apresentam elevado efeito antioxidante (JAVANMAR-

DI et al., 2003). Entre as espécies do gênero Ocimum encontra-se o manjericão (Ocimum basi-

licum L.), presente em regiões tropicais e subtropicais do mundo (KHAKDAN et al., 2016). 

Análises demonstraram que os compostos fenólicos presentes no manjericão são responsáveis 

pela sua ação antioxidante e podem ser encontrados em ácidos fenólicos, como o ácido rosma-

rínico, um derivado do ácido caféico (AGUIYI et al., 2000; MELO et al., 2006), que apresen-

ta diversos efeitos farmacológicos, incluindo ação antioxidante, antiviral e anti-inflamatória 

(SWARUP et al., 2007; MEHNI; SHARIFIFAR; ANSARI, 2012). Arranz et al., 2015 de-

monstraram que o óleo bruto de manjericão apresenta elevado potencial para utilização como 

um antioxidante natural em produtos alimentícios, sensíveis à oxidação lipídica, ou mesmo 

alimentos orgânicos. Kapewangolo et al, (2015) mostraram o potencial antioxidante e anti-

inflamatório de Ocimum labiatum, encorajando o uso desse componente como uma fonte su-

plementar às terapias anti-inflamatórias e antioxidantes. Além disso, Fathiazad et al., (2012) 

relataram em seu estudo que os efeitos cardioprotetores de ocimum podem estar correlaciona-
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dos com os seus compostos antioxidantes. Esses achados sugerem o potencial da utilização 

desses compostos como suplementos com propriedade antioxidante na otimização de sistemas 

de cultivo in vitro de folículos ovarianos.  

 

5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

De modo geral, fica evidente que a síntese de espécies reativas de oxigênio decor-

rente de procedimentos de cultivo in vitro de gametas femininos não pode ser evitada. No 

entanto, o excesso durante o período do cultivo pode ser superado através da utilização de 

compostos com atividade antioxidante capazes de modular positivamente os compartimentos 

celulares estabelecendo, então, proteção contra o estresse oxidativo decorrente. Por isso, a 

ampliação de conhecimentos acerca da influência do estresse oxidativo bem como sobre os 

benefícios proporcionados pela adição de antioxidantes sobre a viabilidade de gametas femi-

ninos de animais domésticos é de extrema importância para o direcionamento de trabalhos 

futuros que visem ao delineamento de protocolos alternativos de cultivo in vitro, viabilizando 

biotécnicas reprodutivas ao ponto de passarem a ser economicamente viáveis e empregadas de 

forma rotineira. É nesse sentido que avultam em importância estudos que promovam a pros-

pecção e caracterização de substâncias de origem vegetal com atividade antioxidante, a exem-

plo dos extratos e óleos essenciais. De fato, esses compostos têm sido apontados como efici-

entes e, com isso, surgem como estratégia bastante promissora na atenuação do desequilíbrio 

redox de gametas femininos submetidos a cultivo in vitro. 
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ABSTRACT 

The aim of this study was to evaluate the effect of different concentrations of Aloe vera ex-

tract on cell and tissue morphology, as well as on the activation and development of preantral 

follicles included in bovine ovarian tissue. Bovine ovaries were collected in a local slaughter-

house, under aseptic conditions. In the laboratory, the ovarian cortex was fragmented and cul-

tured for 6 days in α-MEM + medium alone or supplemented with different concentrations of 

Aloe vera (AV) (1, 5, 10 or 50%). At the end of the culture period, the fragments were sub-

mitted to histological processing to evaluate the morphology, activation and follicular devel-

opment as well as the analysis of the extracellular matrix by staining with red picrosirius. Re-

garding morphology, the results showed that the AV50% treatment had higher rates of normal 

follicles than the AV10% treatment. Regarding follicular activation and development, there 

was a decrease in the levels of primordial follicles in the AV10% concentration, which was 

offset by an increase in the levels of developing follicles in the same treatment. An analysis of 

the extracellular matrix showed that the AV10% and AV50% treatments maintained collagen 

levels similar to the fresh control. In conclusion, Aloe vera, at a concentration of 10% e 50% 

allowed follicular activation and development, maintaining normal follicle morphology, in 

addition to presenting excellent tissue conditions, assuming its antioxidant action. 
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1. INTRODUCTION 

 

In vitro culture is a biotechnology that has been extensively studied, given the 

possibility of using the thousands of potentially useful preantral follicles that make up the 

ovary of domestic mammals (FIGUEIREDO et al., 2018; ARAÚJO et al., 2014). In species 

such as goats (MAGALHÃES et al., 2011) and sheep (ARUNAKUMARI; SHAN-

MUGASUNDARAM; RAO, 2010) the production of embryos has been reported, other spe-

cies however, such as cattle, the results have been limited to the formation of early antral fol-

licles (MCLAUGHLIN et al., 2010). In fact, the in vitro development of these follicles to 

produce fully grown and competent oocytes has been a great challenge (MBEMYA et al., 

2018), which makes their improvement essential, allowing the use of the oocytes included in 

these follicles in reproduction techniques assisted (PAULINO et al., 2020), in addition to con-

tributing to the elucidation of the mechanisms underlying the dynamics of follicular develop-

ment in vivo, still little known. 

Among the variables that can affect the result of follicular culture in vitro, there is 

the production of oxidizing compounds that can be greater than their elimination by natural 

antioxidant defense systems, which causes metabolic imbalance that can cause several dam-

ages to the cell and the tissue (STIER et al., 2012; MORAIS et al., 2019), reducing the quality 

of oocytes and embryos produced (LINS et al., 2017). For this reason, the use of antioxidants 

in the culture medium can result in beneficial effects, reducing the harmful consequences 

caused by excessive levels of reactive oxygen species. 

In this sense, aiming at improving cultivation techniques, several components ex-

tracted from plants, especially those with antioxidant capacity, have gained significant rele-

vance for their potential in combating reactive oxygen species during in vitro cultivation of 

ovarian follicles, such as rutin (LINS et al., 2017); resveratrol (ROCHA et al., 2018); extract 

of Amburana cearensis (GOUVEIA et al., 2016) and the extract of Justicia insularis (MBE-

MYA et al., 2018) which were responsible for maintaining the balance between the produc-

tion of reactive oxygen species and the antioxidant defense systems favoring, thus, the 

maintenance of acceptable rates of viable follicles and oocytes. Plant extracts such as Aloe 

vera (AV) have also gained prominence as attenuators of oxidative stress. According to Sumi 

et al. (2019), the vast composition causes the plant to present several pharmacological proper-

ties, including antioxidant activity. The modulating activity of oxidative stress has been at-

tributed to the presence in the plant gel of substantial amounts of antioxidant compounds, in-

cluding α-tocopherol (vitamin E), carotenoids, ascorbic acid (vitamin C), flavonoids and tan-
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nins (CESAR et al., 2018 ). In a recent study, the beneficial effect of AV on oxidative stress 

parameters in rats was demonstrated, with the extract responsible for increasing the activity of 

important antioxidant enzymes such as CAT and SOD, in addition to the increase in GSH in 

plasma and tissues (SUMI et al ., 2019). Also in rats, AV was responsible for better histologi-

cal characteristics in testicles (SHAHRAKI et al., 2014). Although AV has shown antioxidant 

action in several cells and tissues, until now, the effects of the plant extract as a supplement of 

culture media for preantral ovarian follicles included in ovarian tissue are still unknown. 

According to studies on the plant, it is believed that the use of Aloe vera extract in 

the in vitro cultivation of ovarian tissue would allow a greater follicular development with 

maintenance of the morphological integrity of the tissue and the follicle. Then, considering 

the results already reported with the use of the plant, the present study aimed to evaluate the 

effect of adding AV extract as a supplement in the in vitro culture medium of bovine ovarian 

tissue on the cell and tissue morphology; activation and development in a 6 day culture. 

 

2. MATERIAL AND METHODS 

 

2.1 Chemicals 

 

Unless otherwise indicated, culture media and other chemicals used in this study 

purchased by Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, USA). 

 

2.2 Ovarian collection 

 

Bovine ovaries (n = 20) of cows without defined age or breed and in unidentified 

stages of the estrous cycle were collected at a local slaughterhouse. Immediately after death, 

each pair of ovaries was washed in ethanol (70%) for approximately 10 s, followed by two 

more washes in 0.9% saline solution, at 4ºC, supplemented with penicillin (100 µg / ml) and 

streptomycin (100 µg / ml). After washing, each pair of ovaries was individually transported 

to the laboratory in falcon tubes containing α-MEM supplemented with penicillin (100 µg / 

ml) and streptomycin (100 µg / ml) within 1 hour. This study was approved and carried out in 

accordance with the rules and guidelines of the Ethics and Animal Welfare Committee of the 

Federal University of Ceará 

 

2.3 Aloe vera extract isolation 
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The Aloe vera extract used in the study was obtained from the leaves of the plant. 

For this, the Aloe vera plant was grown in a region with coordinates 3°45'49.3"S, 

40°50'14.0"W, with temperatures ranging from 24º to 36ºC, semi-arid tropical climate. For 

obtaining the extract, leaves at an intermediate stage of maturation were collected from plants 

using slides that were properly sanitized and later transported to the laboratory. In the labora-

tory, the leaves were washed with distilled water and had their surface part removed to expose 

the liquid and crystalline gel. After that, using gentle spoon movements, the gel was passed 

through a sieve and collected in a beaker until sufficient quantity was obtained, then trans-

ferred to a sterile 50 ml falcon tube and stored at 4ºC until use. Before supplementation of the 

base medium, the extract was filtered, using filters with 45μm pores. 

 

2.4 Tissue preparation and in vitro culture 

 

In laboratory, under sterile conditions, using scalpels n. 22, the cortex of each pair 

of ovaries (n = 10 pairs) was dissected from the medullary tissue and cut into 22 fragments of 

approximately 3x3x1 mm in dissection medium composed of α-MEM supplemented with 

penicillin (100µg / ml) and streptomycin (100 µg / ml). For in vivo control, 2 fragments taken 

at random were immediately fixed in paraformaldehyde (4%) for 24 hours at 4ºC for histolog-

ical analysis in morphology and follicular growth were observed as well as for analysis of the 

extracellular matrix (MEC). The remaining fragments were cultured for six days in 24-well 

plates (TPP 92024), containing 1 ml of culture medium. The control medium, identified with 

α-MEM +, consisted of α-MEM (pH 7.2 - 7.4) supplemented with BSA (1.25 mg / ml) gluta-

mine (2mM), hypoxanthine (2mM), penicillin / streptomycin (100µg / ml), ascorbic acid 

(50µg / ml), insulin (10µg / ml), transferrin (5.5µg / ml), selenium (10µg / ml). The fragments 

were randomly distributed and cultured in α-MEM + alone or supplemented with 1%, 5%, 

10% or 50% extract Aloe vera. Cultivation conditions were at 38.5ºC with 5% CO2. The cul-

ture medium was stabilized at 38.5ºC for 4 hours before use and, every 2 days of cultivation, 

60% of the medium in each well was replaced with fresh medium. After the end of the culture 

period in each treatment, the fragments were sent to the same evaluations performed for the in 

vivo control. 

 

2.5 Morphological analyses and assessment of in vitro follicular growth 
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Fresh control (D0) and cultured fragments, after fixation in paraformaldehyde 

(4%) for 24 hours, were dehydrated in increasing concentrations of ethanol, cleared using 

xylol and included in histological paraffin and sectioned in series with a thickness of 6 µm. At 

each 5th section, slides were mounted which were stained with hematoxylin and eosin. Only 

preantral follicles whose oocytes presented the nucleus evident in the section observed were 

analyzed to avoid double counting. For all analyzes, the examiner was blinded to the treat-

ment groups. The analysis of the follicles in the tissue fragments was performed in all sections 

under an optical microscope (Nikon, Eclipse, TS 100, Japan) under 400x magnification. The 

classification of healthy follicles was based on the same criteria as Telfer et al. (2008) with 

changes. For the follicles to be categorized as morphologically normal, the oocyte had to be 

roughly circular surrounded by a pellucid zone, absence of pycnotic bodies and cytoplasmic 

retraction. In addition, the degree of organization of the surrounding granulosa cells was con-

sidered. Degenerate follicles were defined as those with a retracted oocyte, presence of a pyc-

notic nucleus and/or was surrounded by disorganized granulosa cells, detached from the 

basement membrane (CAVALCANTE et al., 2019). 

The stage of follicular development was categorized based on Figueiredo et al. 

(2008). The follicles were classified as primordial (oocyte surrounded by one layer of flat-

tened granulosa cells), primary (oocyte surrounded by one layer of cubic granule cells) and 

secondary (oocytes surrounded by two or more complete layers of cells from the cubic granu-

losa). The proportion of follicles at different stages of development was defined as a percent-

age of morphologically healthy follicles over the total follicle count.  

 

2.6 Analysis of the extracellular matrix 

 

In order to evaluate the collagen fibers of the extracellular matrix of the ovarian 

cortex, staining with Picrosirius Red (Abcam Kit) was performed following the methodology 

described by Rittié (2017) with modifications. Briefly, 6 µm ovarian sections were dewaxed 

in xylol and incubated in Sirius Red solution (0.1%) for 1 hour at room temperature. Then, the 

excess dye was removed with acetic acid solution (0.5%) and the sections were then dehy-

drated and subjected to slide assembly with subsequent observation under an optical micro-

scope (Nikon, Eclipse, TS 100, Japan) under 400x magnification. For each treatment, the per-

centage of the area occupied by collagen fibers in ten different fields was measured with the 

aid of a DS Cooled Camera Head DS-Ri1 coupled to a Nikon, Eclipse, TS 100, Japan) micro-

scope and the images were analyzed by Image J Software (Version 1.51p, 2017) with 400x 
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magnification. Only the collagen fibers were marked in red with the picrosirius stain, while 

the follicles remained uncolored (white). The analyzer software automatically excluded the 

circumference of the unstained follicles from the total area marked in red. 

 

2.7 Statistical analysis 

 

The statistical analysis was performed using the computer program GraphPad 

Prisma (5.0). Data that did not show a normal distribution, selected by the Shapiro-Wilk test, 

underwent logarithmic transformation. The parametric variables of the average percentage of 

normal follicles and follicular activation in each treatment were evaluated by the Tukey test 

and the comparison between treatments using the Kruskal-Wallis. For an analysis of collagen 

fibers, data were analyzed by the Kruskal-Wallis test, followed by Dunn's comparison. The 

differences were statistically significant when p <0.05. 

 

3. RESULTS 

 

3.1 Analysis of follicle distribution in fresh control 

 

From each pair of ovaries collected for in situ culture, two fragments were sent to 

the fresh control group, comprising 20 fragments, with a total of 213 follicles analyzed. Of the 

98% of morphologically normal follicles present in this group, the highest prevalence ob-

served was of primordial follicles (56.08%), followed by primary (30.51%) and secondary 

follicles (13.41%). In addition, no antral follicle was observed in these fragments. 

 

3.2 Effect of Aloe vera on follicular morphology after in vitro culture 
 

Of the fragments intended for culture, 932 follicles were analyzed. The plank of 

histologic images (Figure 1) presents normal and degenerate follicles found in uncultured and 

cultured ovarian cortical fragments. Morphologically normal follicles in the different catego-

ries presented oocyte with central nucleus and granulosa cells intact and organized, while de-

generated follicles showed nuclear pycnosis and/or cytoplasmic retraction or disorganization 

of the granulosa cells. 
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Figure 1. Representative images of sections of bovine ovarian tissue showing morphologically normal (a-c) and 
degenerate (d-f) follicles from different categories stained with hematoxylin and eosin. Normal primordial folli-
cles (a) and degenerate (d); normal (b) and degenerate (e) primary; normal (c) and secondary degenerate (f). 
Granulosa cells (GC); oocyte (O); oocyte nucleus (N). Scale bar: 100 µm. 

Figure 2. Percentages (mean ± SE) of morphologically healthy follicles in the fresh control (uncultivated 
tissue) and in the different treatment groups at the end of 6 days of culture with different concentrations of 
Aloe vera: MEM (cultivated tissue without Aloe vera); AV1%, AV5%, AV 10% and AV50% (cultivated 
tissue in the presence of 1%, 5%, 10% or 50%, respectively, of Aloe vera). a, b, c Different lowercase letters 
indicate statistically significant differences between treatments (P < 0.05). 

 
After a 6-day culture period, there was a significant decrease in the proportion of 

normal follicles in all groups tested, compared to the fresh control group (P <0.05). Among 

the treatments, the MEM, AV1% and AV5% groups do not differ between themselves in rela-

tion to AV10% and AV 50% groups. However, it was observed that treatment with AV50% 

shows higher rates of morphologically normal follicles than the group with AV10% (P <0.05) 

(Figure 2).  
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Figure 3. Percentages (mean ± SE) of primordial follicles in the fresh control (uncultivated tissue) and in 
the different treatment groups at the end of 6 days of culture with different concentrations of Aloe vera: 
MEM (cultivated tissue without Aloe vera); AV1%, AV5%, AV 10% and AV50% (cultivated tissue in the 
presence of 1%, 5%, 10% or 50%, respectively, of Aloe vera). a, b, c Different lowercase letters indicate 
statistically significant differences between treatments (p < 0.05). 

3.3 Effect of Aloe vera on the activation and development of primordial follicles 
 

After analysis, a significant decrease in the number of primordial follicles was ob-

served in the MEM and AV10% groups compared to the fresh control and AV1% groups 

(Figure 3). This decline was offset by a significant increase in the percentage of developing 

follicles (primary and secondary follicles) in the same groups (MEM and AV10%) (p <0.05) 

(Figure 4). The treatments AV1, AV5 and AV50%, did not differ from each other neither in 

the rate of primordial follicles nor in activation (Figures 3 and 4) (p <0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

Figure 4. Percentages (mean ± SE) of developing follicles in the fresh control (uncultivated tissue) and in 
the different treatment groups at the end of 6 days of culture with different concentrations of Aloe vera: 
MEM (cultivated tissue without Aloe vera); AV1%, AV5%, AV 10% and AV50% (cultivated tissue in the 
presence of 1%, 5%, 10% or 50%, respectively, of Aloe vera). a, b, c Different lowercase letters indicate 
statistically significant differences between treatments (p < 0.05). 
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3.4 Assessment of ovarian extracellular matrix 

 

The extracellular matrix, evaluated by staining with picrosirius red, after cultivation, 

demonstrated that the AV 10% and AV 50% treatments provided a higher percentage of col-

lagen fibers similar to the fresh control (p <0.05). When comparing the other treatments with 

each other, no statistical differences were observed between them (Figures 5) (p <0.05). Un-

der evaluation of the histological plaque, it is possible to check the collagen regions, with 

higher density in treatments AV10 and AV50% (Figures 6e and 6f). 

 

 

 
 

 

Figure 5. Collagen levels (mean ± SD) in the ovarian tissue analyzed by the picrosirius red and observed under 
optical microscopy (400x) in the fresh control (uncultivated tissue) and in the different treatment groups at the end 
of 6 days of culture with different concentrations of Aloe vera: MEM (cultivated tissue without Aloe vera); AV1%, 
AV5%, AV 10% and AV50% (cultivated tissue in the presence of 1%, 5%, 10% or 50%, respectively, of Aloe 

vera). a, b, c Different lowercase letters indicate statistically significant differences between treatments (p < 0.05). 
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4. DISCUSSION 

 

The present study investigated for the first time the effect of Aloe vera extract on 

the in vitro culture of preantral ovarian follicles, including bovine ovarian tissue. The greater 

presence of primary follicles observed in the present study is in agreement with the literature, 

which describes that, in mammals such as cattle, the ovaries contain a large reserve of pri-

mordial follicles, which are cyclically stimulated to undergo a sequential growth program 

(LIMA -VERDE et al., 2011). In recent investigations conducted by Maidarti et al. (2019); 

Cunha et al. (2017); Passos et al. (2016), also with bovine ovarian tissue, an analysis of follic-

ular distribution in fresh control also revealed higher proportions of primordial follicles fol-

lowed by growing follicles. 

It was observed that the presence of Aloe vera extract maintained significant lev-

els of morphologically healthy follicles. It is believed that this fact is due to the cellular and 

tissue redox balance, which is responsible for maintaining the normal cell morphology and 

viability of ovarian follicles under in vitro culture. Since high levels of reactive oxygen spe-

cies (ROS) can activate apoptotic cascades that would result in atresia and degeneration of 

follicles (CINDROVA-DAVIS et al., 2007; AGARWAL et al., 2012). In this sense, the pro-

tective effect of Aloe vera in situations of oxidative stress has been widely reported in the 

Figure 6. Representative images of collagen fibers labeled by a red picrosirius stain and observed under opti-
cal microscopy (400x). Fresh control; MEM (b); AV1% (c); AV5% (d); AV10% (e); AV50% (f). The black 
arrow shows an uncolored follicular area. Scale bar: 100 µm. 
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literature. The amounts of main antioxidants present in Aloe vera leaves were evaluated in a 

study by Cesar et al. (2018) that demonstrated the significant presence of ascorbic acid, carot-

enoids and soluble polyphenols. In that same report it was demonstrated that the presence of 

Aloe vera at a concentration of 10% increased the growth of HeLa cells in culture and reduced 

the cytotoxicity induced by H2O2. In male gametes Behmanesh et al. (2018) and Bala et al., 

(2016) demonstrated that Aloe vera was able to protect reproductive cells against the oxida-

tive damage induced by Bisphenol A (BPA) and X-rays, respectively. In addition, it has been 

shown that Aloe vera can reduce extensive damage to membrane lipids, thus reducing apop-

totic processes (HARITHA; RAMESH; SARALAKUMARI, 2014). This reduction in apopto-

sis rates by Aloe vera has also been reported by Bala et al. (2018) in liver and kidney tissue 

subjected to oxidative stress induced by X-rays, where it was observed that the DNA appeared 

undamaged after pretreatment with Aloe vera. 

The presence of 10% Aloe vera extract reduced the proportion of primordial folli-

cles and increased levels of developing follicles when compared to the control group, demon-

strating that there was follicular activation, although these results did not differ from the 

group MEM. It is known, however, that the activation of primordial follicles is a very dynam-

ic and tightly controlled process and, despite the enormous progress made, many molecular 

mechanisms are still not fully understood (SÁNCHEZ; SMITZ, 2012). However, recent stud-

ies indicate that primordial follicles can be spontaneously activated as a result of the interrup-

tion of the Hippo signaling pathway during the preparation of ovarian tissue (KAWAMURA 

et al., 2013; HSUEH et al., 2015). In fact, it has been reported that the mechanical manipula-

tion of ovarian tissue by cutting it into fragments alters the intercellular tension and facilitates 

the conversion of globular actin into fibrous actin, which interrupts the Hippo pathway 

(CHENG et al., 2015) and leads to increased expression of downstream growth factors such 

as connective tissue growth factor (CTGF or CCN2) (KAWAMURA et al., 2013). Studies by 

Hsueh et al. (2015) showed that the secretion of this factor was able to promote the growth of 

primordial follicles in vitro. In addition, using a murine model, the promotion of follicular 

growth after ovarian fragmentation has already been demonstrated, which decreased the levels 

of phospho-YAP (pYAP) and increased the nuclear localization of YAP and the expression of 

CCN growth factors and apoptosis inhibitors. BIRC (LIU-CHITTENDEN et al., 2012). 

Regarding the evaluation of the extracellular matrix, it was observed that the pres-

ence of Aloe vera in concentrations of 10% and 50% maintained levels of collagen in the ex-

tracellular matrix (MEC) similar to the in vivo control. The significance of these findings is 

justified by the importance that MEC has for the survival of follicular structures and for the 
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female gamete. In fact, the tissue matrix plays an important role in cell-cell and cell-tissue 

interactions, thus directing cell fate and influencing tissue development and homeostasis 

(MUNCIE; WEAVER, 2019). The maintenance of tissue homeostasis is strongly influenced 

by a large family of matrix metalloproteinases (MMPs) responsible for tissue remodeling and 

degradation of MEC components, including collagens (VERMA, et al., 2007). Although 

MMPs are strictly regulated at the level of transcription, a variety of stresses, including oxida-

tive stress, can result in excessive degradation of the MEC (QUAN et al., 2013). From these 

studies, and based on the observed results, we can see that the low concentrations of AV (1 

and 5%) were insufficient to combat the oxidative stress caused by the culture process. It is 

also worth noting that, although the MEM treatment, caused follicular activation, the demon-

stration of the low density of collagen fibers in comparison to treatments with AV (10 and 

50%), raises the hypothesis that the lower cell-tissue interaction may harm further develop-

ments. Saito et al. (2016) had already studied the protective effect of Aloe vera on MEC in the 

skin of mice irradiated by X-rays. It was observed that treatment with Aloe vera significantly 

prevented the increase in total protein expression of MMP-2 and MMP-9. A similar effect 

was reported by Chul-Hong et al. (2017). In that study, the authors demonstrated that Aloe 

vera was able to suppress tissue levels of mRNA for MMP-9 as well as levels of the enzyme 

itself in mouse models while maintaining tissue structure within acceptable parameters. 

In view of the analyzes carried out in the present study, it is concluded that Aloe 

vera, at a concentration of 10% and 50% allowed follicular activation and development, main-

taining the normal follicle morphology in addition to presenting excellent tissue conditions, 

assuming antioxidant action. 
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ABSTRACT 

The aim of this study was to evaluate the effect of adding Aloe vera to the vitrification solu-

tion of bovine ovarian tissue on morphological parameters, viability, activation and follicular 

development as well as on mRNA expression for CAT, SOD, PRDX6 and GPX1. Bovine ova-

ries were collected in a local slaughterhouse, under aseptic conditions. In the laboratory, the 

ovarian cortex was fragmented and the fragments were vitrified in a vitrification solution 

alone or added with two concentrations of Aloe vera (10 and 50%). After heating, the frag-

ments were submitted to morphological and viability evaluation as well as analysis of gene 

expression by rtPCR. The results showed that, after vitrification, the follicles were viable in 

all treatments and better rates of secondary follicles were observed in the concentration of 

10% of Aloe vera. In addition, the presence of Aloe vera in the vitrification solution main-

tained significant levels of collagen in the tissue matrix and increased expression of mRNA 

for SOD, PRDX6 and GPX1, in addition to promoting follicular activation and development 

in tissue grown after vitrification. In conclusion, Aloe vera in the vitrification solution im-

proved the overall quality of the follicle and ovarian tissue, restoring development after vitri-

fication. In addition, the marked expression of genes involved in oxidative stress, suggests the 

potential antioxidant effect of the plant extract. 

 

Keywords: Bovine. Ovarian tissue. Vitrification. Aloe vera. Oxidative stress 
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1. INTRODUCTION 

 

Vitrification is a method of cryopreservation that has been applied to ovarian tis-

sues to preserve fertility (JENSEN et al., 2016; SILBER, 2016), which has presented ad-

vantages in relation to slow freezing, since it allows the rapid cooling of ovarian tissues with-

out the need for specific equipment, such as a controlled-rate freezer (SHI et al., 2017). In 

addition, the sudden reduction in temperature used in vitrification protocols attenuates the 

formation of ice crystals inside the cells, given that there is not enough time or energy for 

molecular rearrangement of water and, thus, the natural disturbance of liquid molecules in the 

tissue is maintained, attenuating any disturbance in the system (LEONEL et al., 2019). Ac-

cording to Fabbri et. (2014), vitrification protocols maintain tissue quality, with a lower inci-

dence of apoptosis. Authors also reveal that vitrification maintains the expression of extracel-

lular matrix proteins such as cadherin, preventing osmotic lesions (OHKAWARA, et al., 

2018; TOYAMA-MORI et al., 2019). 

In terms of practical applicability, for domestic species, long-term storage of ovar-

ian tissues is a conducive approach to the genetic conservation of females of endangered spe-

cies and valuable animals (BECK et al., 2020) insofar as it becomes possible to conserve pre-

antral follicles and improve the use of female genetic material (FIGUEIREDO et al., 2009). In 

fact, unlike fully developed pre-ovulatory oocytes, the oocytes contained in the primordial 

and pre-antral follicles present in greater amounts in the ovarian cortex are more suitable for 

cryopreservation due to their smaller size, absence of the pellucid zone, in addition to meta-

bolic quiescence. In addition, oocytes from these follicles have the ability to repair sub-lethal 

damage resulting from cryopreservation procedures, due to the long growth phase during de-

velopment following cryopreservation (SHAW et al., 2000). In humans, conservation of ovar-

ian tissue followed by autotransplantation has been used to preserve fertility in cancer patients 

(LOCATELLI et al., 2019) and in prepubertal girls or women with sensitive hormonal neo-

plasms (DE VOS et al., 2014). In addition, this biotechnology has the potential to restore the 

endocrine and reproductive function of the ovary (MASSIGNAM et al., 2018). Therefore, the 

cryopreservation of tissue fragments appears to be a generally more acceptable procedure for 

preserving fertility, and for this reason, safe protocols are necessary to guarantee the viability 

of the procedure (MASSIGNAM et al., 2018). 

In this context, despite the expressiveness of studies in this field, cryopreservation 

protocols still need further refinements (LEN et al., 2019). It is known that during the vitrifi-

cation procedure, reactive oxygen species (EROS) can be generated by different mechanisms, 
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such as increased oxidative metabolism, osmotic stress, or even by changes in cellular defense 

mechanisms (GUPTA et al., 2010; MARTINO et al., 2013). As a result, the imbalance be-

tween the production of EROS and cellular antioxidant defenses can cause damage to the 

structure of the cytoskeleton, membrane lipids, proteins and DNA (CASTILLO-MARTÍN et 

al., 2014; DEHGHANI-MOHAMMADABADI et al, 2014). In addition, the extracellular ma-

trix can also be affected by the accumulation of EROS in the tissue (KAMMERYER; LUIT-

EN, 2014). Reactive species can trigger unregulated expression of metalloproteinases 

(MMPs), which are an important family of enzymes responsible for cleaving components of 

the extracellular matrix (MEC) such as collagen, fibronectin and laminin (PROVENZANO et 

al., 2020). In addition, matrix degradation can also occur due to the gradual damage to DNA 

bases in the genes that encode components of this structure (KAMMERYER; LUITEN, 

2014). Together, these effects dictate subsequent cellular results, such as cell senescence, 

apoptosis and altered cell signaling, which compromises the viability of cryopreserved tissue 

(LEN et al., 2019). 

In this sense, studies have been carried out with the objective of minimizing cell 

damage induced by cryopreservation (ROCHA et al., 2017). Among the strategies, the addi-

tion of natural antioxidant compounds to the vitrification solution has been evaluated (HARA 

et al., 2018). For this purpose, Aloe vera extract is an excellent alternative. Although the nu-

merous activities and underlying molecular mechanisms of Aloe vera fractions and compo-

nents are not yet fully documented (CHUL-HONG et al., 2017), its solid content is known to 

contain more than 75 different potentially active compounds, including minerals, enzymes, 

water-and fat-soluble vitamins, simple and complex polysaccharides, as well as phenolic 

compounds and organic acids, causing the plant to have several pharmacological properties, 

including antioxidant activity (SUMI et al., 2019; DAS et al., 2011). This oxidative stress 

modulating activity has been attributed to the presence in the plant gel of substantial amounts 

of antioxidant compounds, including α-tocopherol (vitamin E), carotenoids, ascorbic acid 

(vitamin C), flavonoids and tannins, with in vitro studies that demonstrate the potential for 

eliminating various free radicals by the Aloe vera gel (CESAR et al., 2018). 

In fact, a recent study conducted by Sumi et al. (2019) demonstrated the beneficial 

effect of Aloe vera on oxidative stress parameter in rats. In this investigation, Aloe vera was 

able to increase the activity of important antioxidant enzymes such as CAT and SOD, in addi-

tion to increasing GSH in the tissue. Concomitant to these results, a significant decrease in 

malondialdehyde (MDA) was also observed. It has also been verified that the plant extract is 

capable of eliminating the free radicals 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazil (DPPH), 2,2-azinobis- 



88 
 

(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) and nitric oxide in a concentration-

dependent manner (SAINI, SAINI, 2011). In addition, Aloe vera has already shown protective 

activity of MEC by reducing the levels of metalloproteinases-9 (MMP-9) in a rat model 

(CHUL-HONG et al., 2017). 

However, until now, the effects of adding Aloe vera extract to a vitrification solu-

tion of ovarian tissue in the bovine species are still unknown. So, considering the results al-

ready reported in previous investigations in other species, the present study aimed to evaluate 

the effect of adding Aloe vera extract as a supplement in the vitrification medium of bovine 

ovarian tissue on morphological parameters, of follicular viability, activation, evaluation ex-

tracellular matrix, mRNA expression for antioxidant enzymes (SOD, CAT, PRDX1 and 

GPX6) after vitrification. 

 

2. MATERIAL AND METHODS 

 

2.1 Chemicals 

 

Unless otherwise indicated, culture media and other chemicals used in this study 

purchased by Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, USA). 

 

2.2 Ovarian collection 

 

For the study, twenty pairs of ovaries of pluriparous cows, of mixed breed, from 

local slaughterhouse were used. Immediately after slaughter, each pair of ovaries was washed 

in ethanol (70%) for approximately 10 s, followed by two more washes in 0.9% saline solu-

tion, at 4ºC, supplemented with penicillin (100 µg / ml) and streptomycin (100 µg / ml). After 

washing, each pair of ovaries was transported individually to the laboratory in falcon tubes 

containing α-MEM supplemented with penicillin (100 µg / ml) and streptomycin (100 µg / 

ml) within 1 hour. This study was approved and carried out in accordance with the rules and 

guidelines of the Ethics and Animal Welfare Committee of the Federal University of Ceará. 

 

2.3 Aloe vera extract isolation 

 

The Aloe vera extract used in the study was obtained from the leaves of the plant. 

For this, the Aloe vera plant was grown in a region with coordinates 3°45'49.3"S, 
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40°50'14.0"W, with temperatures ranging from 24º to 36ºC, semi-arid tropical climate. For 

obtaining the extract, leaves at an intermediate stage of maturation were collected from plants 

using slides that were properly sanitized and later transported to the laboratory. In the labora-

tory, the leaves were washed with distilled water and had their surface part removed to expose 

the liquid and crystalline gel. After that, using gentle spoon movements, the gel was passed 

through a sieve and collected in a beaker until sufficient quantity was obtained, then trans-

ferred to a sterile 50 ml falcon tube and stored at 4ºC until use. Before supplementation of the 

base medium, the extract was filtered, using filters with 45μm pores. 

 

2.4 Ovarian tissue preparation 

 

In laboratory, under sterile conditions, using scalpels n. 22, the cortex of each pair 

of ovaries (n = 10 pairs) was dissected from the medullary tissue and cut into fragments of 

approximately 3x3x1 mm in dissection medium composed of α-MEM supplemented with 

penicillin (100µg / ml) and streptomycin (100 µg / ml). For in vivo control, of each pair of 

ovaries, 4 fragments taken at random were immediately fixed in paraformaldehyde (4%) for 

12 hours at 4ºC, of which 2 were destined for histological analysis in which the morphology 

and follicular growth were observed and the others 2 were used to analyze the extracellular 

matrix (MEC); 2 were immediately incubated with calcein and homodimer ethidium - 1 for 

viability analysis and 2 were used for analysis of gene expression by RT-PCR. In addition, 6 

were used to analyze the toxicity of the cryoprotectant. The remaining fragments were then 

cryopreserved by the solid surface vitrification method. 

 

2.5 Assessment of cryoprotectant toxicity 

 

From each pair of ovaries, 6 fragments (2 per treatment group per animal) were 

used to assess cryoprotectant toxicity. For this, the fragments were submitted to the vitrifica-

tion solution (SV) for 5 minutes, at room temperature, with the respective concentrations of 

Aloe vera and cryoprotectant. After exposure to the vitrification solutions, the fragments un-

derwent a cryoprotectant removal process, which was immersed in α-MEM medium contain-

ing fetal bovine serum and decreasing concentrations of sucrose (0.5M, 0.25M, 0M), for 5 

minutes in each concentration. Subsequently, the samples were submitted to evaluation by 

classical histology in which the follicular morphology was evaluated, as well as the analysis 

of the extracellular matrix (MEC). 
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2.6 Vitrification and heating of ovarian tissue 

 

The vitrification followed the methodology described by Carvalho et al. (2011) 

with modifications. Initially, the fragments were placed individually in wells containing 2 ml 

of vitrification solution (VS) composed of α-MEM supplemented with 10% fetal bovine se-

rum (FBS), 0.25mol / L of sucrose, 3M of dimethylsulfoxide (DMSO) and the following Aloe 

vera concentrations: Group 1: VS without Aloe vera (vitrified control – VS[AV0]); Group 2: 

VS supplemented with 10% Aloe vera (VS[AV10]); Group 3: VS supplemented with 50% 

Aloe vera (VS[AV50]. After 5 minutes of exposure to SV, the fragments were vitrified on a 

solid surface, in which one of the surfaces of a metal plate was placed in direct contact with 

liquid nitrogen and the fragment of ovarian tissue was brought into contact with the other sur-

face of the metal, immediately switching to the glassy state. Then, the fragments were placed 

individually in cryotubes (2 ml) and stored in cryobiological cylinders (-196ºC). 

After two weeks of freezing, the samples were reheated. For this, the cryotubes 

were exposed to room temperature (25ºC) for 1 minute and then quickly dipped in a water 

bath (37ºC) to remove the ice formed around the cryotube. Then, the samples were incubated 

sequentially in wells containing 2 ml of α-MEM supplemented with 10% fetal bovine serum 

and decreasing concentrations of sucrose (0.5M, 0.25M, 0M), for 5 minutes each. After thaw-

ing, 2 fragments per treatment per animal were subjected to evaluation of morphology, viabil-

ity, extracellular matrix and mRNA expression for antioxidant enzymes. 

 

2.7 In vitro culture post vitrification 

 

To assess the capacity of follicular development as well as the extracellular matrix 

after vitrification, 2 fragments per treatment per animal were subjected to in vitro culture. 

Ovarian fragments were cultured for 6 days in 24-well plates (TPP 920124) in α-MEM medi-

um supplemented with BSA (1.25 mg / ml) glutamine (2mM), hypoxanthine (2mM), penicil-

lin / streptomycin (100µg / ml ), ascorbic acid (50µg / ml), insulin (10µg / ml), transferrin 

(5.5µg / ml), selenium (10µg / ml). Cultivation conditions were at 38.5ºC with 5% CO2 in air. 

The culture medium was stabilized at 38.5ºC for 4 hours before use and, every 2 days of cul-

tivation, 60% of the medium in each well was replaced with fresh medium. After the end of 

the culture period in each treatment, the fragments were sent to the same evaluations per-

formed for the in vivo control. 
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2.8 Morphological analyses and assessment of in vitro follicular growth 

 

Fresh control (D0) and vitrified and cultured fragments, after fixation in para-

formaldehyde (4%), at 4ºC, for 24 hours, were dehydrated in increasing concentrations of 

ethanol, cleared using xylol and included in histological paraffin and sectioned in series with 

thickness of 6 µm. At each 5th section, slides were mounted which were stained with hema-

toxylin and eosin. Only pre-antral follicles whose oocytes had an evident nucleus in the sec-

tion observed were analyzed to avoid double counting. For all analyzes, the examiner was 

blinded to the treatment groups. The analysis of the follicles in the tissue fragments was per-

formed in all sections under an optical microscope (Nikon, Eclipse, TS 100, Japan) under 

400x magnification. The classification of healthy follicles was based on the same criteria as 

Telfer et al. (2008) with changes. For the follicles to be categorized as morphologically nor-

mal, the oocyte had to be roughly circular surrounded by a pellucid zone, absence of pycnotic 

bodies and cytoplasmic retraction. In addition, the degree of organization of the surrounding 

granulosa cells was considered. Degenerate follicles were defined as those with a retracted 

oocyte, presence of pycnotic nucleus and/or were surrounded by disorganized granulosa cells, 

detached from the basement membrane (CAVALCANTE et al., 2019). 

The stage of follicular development was categorized based on (FIGUEIREDO et 

al., 2008). The follicles were classified as primordial (oocyte surrounded by a layer of flat-

tened granulosa cells), primary (oocyte surrounded by a layer of cubic granulosa cells) and 

secondary (oocytes surrounded by two or more complete layers of cubic granulosa cells). The 

proportion of follicles at different stages of development was defined as a percentage of mor-

phologically healthy follicles over the total follicle count. 

 

2.9 Analysis of extracellular matrix after vitrification 

 

In order to evaluate the collagen fibers of the extracellular matrix of the ovarian 

cortex, staining with Picrosirius Red (Abcam Kit) was performed following the methodology 

described by Rittié (2017) with modifications. Briefly, 6 µm ovarian sections were dewaxed 

in xylol and incubated in Sirius Red solution (0.1%) for 1 hour at room temperature. Then, the 

excess dye was removed with acetic acid solution (0.5%) and the sections were then dehy-

drated and subjected to slide assembly with subsequent observation under an optical micro-

scope (Nikon, Eclipse, TS 100, Japan) under 400x magnification. For each treatment, the per-

centage of the area occupied by collagen fibers in ten different fields was measured with the 
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aid of a DS Cooled Camera Head DS-Ri1 coupled to a Nikon, Eclipse, TS 100, Japan micro-

scope and the images were analyzed by Image J Software (Version 1.51p, 2017) with 400x 

magnification. Only the collagen fibers were marked in red with the picrosirius stain, while 

the follicles remained uncolored (white). The analyzer software automatically excluded the 

circumference of the unstained follicles from the total area marked in red. 

 

2.10 Assessment of pre-antral follicles viability by fluorescence microscopy 

 
After heating the samples, ovarian fragments were incubated in 30 μl drops of 

PBS supplemented with 4 mM of calcein-AM and 2 mM of ethidium homodimer-1 (Molecu-

lar Probes, Invitrogen, Karlsruhe, Germany) at 37 ° C for a period 15 minutes. Then, the 

fragments were washed three times in PBS and then examined under a fluorescence micro-

scope (Nikon, Eclipse, TS 100, Japan). Oocytes and granulosa cells were considered viable if 

the cytoplasm were positively stained with calcein AM (green) and unviable if the chromatin 

was positively labeled with ethidium-1 homodimer (red) (VAN DEN HURK et al., 1998). 

 

2.11 Expression of mRNA for SOD, CAT, PRDX6 and GPX1 in ovarian tissue 

 

For analysis of gene expression, ovarian tissue was stored at -80ºC immediately 

after heating the samples until the extraction of total RNA for further analysis of the expres-

sion of SOD, CAT, PRDX6 and GPX1. For this, the tissue was macerated using scalpels n.22 

under sterile conditions and then subjected to extraction of the total RNA that was performed 

using a Trizol  purification kit (Invitrogen, São Paulo, Brazil) in accordance with the manu-

facturer's instructions. Quantification of mRNA was performed using SYBR Green. PCR re-

actions were composed of 1μL cDNA as a template in 7.5μL of SYBR Green Master Mix (PE 

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 5.5μL of ultra-pure water, and 0.5μM of each 

primer. The primers were designed by using the Primer Quest SM program 

(http://www.idtdna.com) to perform amplification of SOD, CAT, PRDX6, GPX1 and 

GAPDH (Table 1). The specificity of each primer pair was confirmed by melting curve analy-

sis of PCR products. The thermal cycling profile for the first round of PCR was initial dena-

turation and activation of the polymerase for 10 min at 95°C, followed by 40 cycles of 15 sat 

95°C, 30 sat 58°C, and 30 sat 72°C. The final extension was for 10 min at 72°C. All reactions 

were performed in a Step One Plus instrument (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). 
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The ΔΔCt method was used to transform the Ct values into normalized relative expression 

levels (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001). 

 

Table 1 – Primers pairs used for real-time PCR. 

Target gene Primer sequence (5’  3’) 
Sense (S), 
anti-sense 
(As 

GenBank ac-
cession no. 

GAPDH 
TGTTTGTGATGGGCGTGAACCA 
ATGGCGCGTGGACAGTGGTCATAA 

S 
As 

GI: 402744670 

PRDX6 
GCACCTCCTCTTACTTCCCG  
GATGCGGCCGATGGTAGTAT 

S 
As 

GI: 59858298 

GPX1 
AACGTAGCATCGCTCTGAGG  
GATGCCCAAACTGGTTGCAG 

S 
As 

GI:156602645 

SOD 
GTGAACAACCTCAACGTCGC  
GGGTTCTCCACCACCGTTAG 

S 
As 

GI: 31341527 

CAT 
AAGTTCTGCATCGCCACTCA  
GGGGCCCTACTGTCAGACTA  

S 
As 

GI:402693375 

 

 

2.12 Statistical analysis 

 

The statistical analysis was performed using the computer program GraphPad 

Prisma (5.0). Data that did not show a normal distribution, selected by the Shapiro-Wilk test, 

underwent logarithmic transformation. The parametric variables of the average percentage of 

normal follicles, follicular class and follicular activation in each treatment were evaluated by 

the Tukey test and the comparison between treatments using the Kruskal-Wallis. For an anal-

ysis of collagen fibers and expression PCR data were analyzed by the Kruskal-Wallis test, 

followed by Dunn's comparison. The differences were statistically significant when p <0.05. 
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3. RESULTS 

 

3.1 Effect of dimethylsulfoxide on follicular morphology and extracellular matrix 

 

The histological analysis of the ovarian fragments after incubation in the vitrifica-

tion solution supplemented with the cryoprotective agent (DMSO) demonstrated that there 

was no damage to the maintenance of the normal follicular structure, regardless of the concen-

tration of Aloe vera used. In all treatments, high rates of morphologically healthy follicles 

(over 94%) similar to the fresh control were observed (Figure 1, P <0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

When the density of the extracellular matrix was evaluated, it was possible to ver-

ify that the presence of 10% of Aloe vera maintained levels of collagen in the tissue similar to 

that observed in the fresh control (Figure 2, P <0.05). 

 

 

 

Figure 1. Percentages (mean ± SE) of morphologically healthy follicles in the fresh control (tissue not 
subjected to cryoprotectant) and in different treatment groups after contact with the cryoprotectant: vitrifi-
cation solution without Aloe vera (VS[AV0%]); vitrification solution with 10% Aloe vera (VS[AV10%]) 
and vitrification solution with 50% Aloe vera (VS[AV50%]). (P<0.05). 
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3.2 Effect of Aloe vera on follicular distribution, viability and extracellular matrix after 

vitrification of ovarian tissue 

 

When analyzing the percentage of follicular classification after the vitrification 

procedure, it was found that the presence of Aloe vera in the vitrification solution did not in-

fluence the levels of primordial and primary follicles that were morphologically normal. 

However, the 10% concentration of Aloe vera promoted better rates of morphologically 

healthy secondary follicles in comparison with the fresh control (Figure 3, P <0.05). 

In addition, microscopic fluorescence analysis using calcein-AM and homidimer 

ethidium-1 showed that the follicles after cryopreservation using vitrification solutions sup-

plemented with different concentrations of Aloe vera were viable, as they stained positively in 

the calcein - AM, as well as observed in the control group (Figure 4). 

 

 

 

Figure 2. Collagen levels (mean ± SE) in the ovarian tissue analyzed by the picrosirius red in the fresh con-
trol (tissue not subjected to cryoprotectant) and in different treatment groups after contact with the cryopro-
tectant: vitrification solution without Aloe vera (VS[AV0%]); vitrification solution with 10% Aloe vera 
(VS[AV10%]) and vitrification solution with 50% Aloe vera (VS[AV50%]). ). a,b,c Different letters indicate 
significant difference between treatments (P<0.05). 
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The levels of collagen in the ovarian tissue after vitrification are shown in Figure 

5 A and B, where it is possible to observe that the presence of Aloe vera in both 

concentrations was able to maintain percentages of collagen similar to the fresh control (P 

<0.05). 

Figure 3. Percentages (mean ± SE) of morphologically healthy follicles in different follicular categories in 
the fresh control (non-vitrified tissue) and in different treatment groups after vitrification: vitrification solu-
tion without Aloe vera (VS[AV0%]); vitrification solution with 10% Aloe vera (VS[AV10%]) and vitrifica-
tion solution with 50% Aloe vera (VS[AV50%]). (P<0.05). a,b,c Different letters indicate significant differ-
ence between treatments (P<0.05). 

Figure 4. Viable bovine follicles in different follicular categories in different treatment groups after vitrification: 
vitrification solution without Aloe vera (VS[AV0%]); vitrification solution with 10% Aloe vera (VS[AV10%]) 
and vitrification solution with 50% Aloe vera (VS[AV50%]) 
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Figure 5. (A) Representative images of collagen fibers labeled by red spots of picrosirius and observed under 
optical microscopy (400x). Fresh control (a); VS[AV0%] (b); VS[AV10%] (c) and VS[AV50%] (d). The black 
arrows show the colorless follicular area. Scale bar: 100 µm. (B) Collagen levels (mean ± SE) in the ovarian tissue 
analyzed by the picrosirius red in the fresh control (non-vitrified tissue) and in different treatment groups after 
vitrification: vitrification solution without Aloe vera (VS[AV0]); vitrification solution with 10% Aloe vera 
(VS[AV10]) and vitrification solution with 50% Aloe vera (VS[AV50]). a,b,c Different letters indicate significant 
difference between treatments (p<0.05). 

A 

B 
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3.3 Expression of mRNA for SOD, CAT, PRDX6 and GPX1 after vitrification of ovarian 

tissue 

 

The levels of mRNA for SOD, CAT, PRDX6 and GPX1 expressed in cryo-

preserved bovine ovarian tissue in vitrification solution with or without the presence of Aloe 

vera are shown in Figure 6. The presence of Aloe vera did not influence the levels of CAT 

mRNA in the compared to fresh and cryopreserved controls. However, supplementation with 

Aloe vera, at both concentrations, significantly increased mRNA levels for PRDX6 and GPX1. 

In addition, the presence of 10% Aloe vera showed a significant increase in mRNA levels for 

SOD in comparison with the fresh control (P <0.05). 

 

 

 

 

 

 

Figure 6. Levels of mRNA (means ± SE) for SOD (A), CAT (B), PRDX6 (C) and GPX1 (D) in the fresh con-
trol (non-vitrified tissue) and in different treatment groups after vitrification: vitrification solution without Aloe 

vera (VS[AV0%]); vitrification solution with 10% Aloe vera (VS[AV10%]) and vitrification solution with 50% 
Aloe vera (VS[AV50%]). ]). a,b,c Different letters indicate significant difference between treatments (P<0.05). 
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Figure 7. Representative images of sections of vitrified and cultured bovine ovarian tissue showing morphologi-
cally normal (a-c) and degenerate (d-f) follicles from different categories stained with hematoxylin and eosin. 
Normal primordial follicles (a) and degenerate (d); normal (b) and degenerate (e) primaries; normal (c) and de-
generate (f) secondary. Granulosa cells (GC); oocyte (O); oocyte nucleus (N). Scale bar: 100 µm. 

3.4 Effect of Aloe vera on follicular morphology, development and extracellular matrix 

after in vitro culture of vitrified ovarian tissue 

 

To verify the morphology, a total of 928 follicles were analyzed. Morphologically 

normal follicles in the different categories exhibited oocyte with central nucleus and granu-

losa cells intact and organized, while degenerated follicles showed nuclear pycnosis and / or 

cytoplasmic retraction or disorganization of the granulosa cells (Figure 7). No antral follicles 

were found in any fragment. 

 

A significant reduction in the percentage of normal follicles in all treatments at 

the end of the culture period was observed. However, fragments vitrified in the presence of 

10% Aloe vera provided significantly higher levels of morphologically healthy follicles com-

pared to fragments that were grown without Aloe vera (Figure 8, P <0.05). When the rates of 

follicular activation and development were assessed, a significant difference was observed in 

the levels of primordial follicles in all treatments compared to the fresh control (Figure 9) (P 

<0.05). However, in treatments with the presence of Aloe vera, the development rate was sig-

nificantly higher than the group without Aloe vera and similar to the control group (Figure 10) 

(P <0.05). 
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Figure 8. Percentages (mean ± SE) of morphologically healthy follicles in the fresh control (non-vitrified and 
uncultivated tissue) and in different treatment groups after vitrification and in vitro culture of ovarian tissue: vitri-
fication solution without Aloe vera (VS[AV0%]); vitrification solution with 10% Aloe vera (VS[AV10%]) and 
vitrification solution with 50% Aloe vera (VS[AV50%]). ]). a,b,c Different letters indicate significant difference 
between treatments (P<0.05). 

Figure 9. Percentage (mean ± SE) of morphologically healthy primordial follicles in the fresh control (non-
vitrified and uncultivated tissue) and in different treatment groups after vitrification and in vitro culture of ovari-
an tissue: vitrification solution without Aloe vera (VS[AV0]); vitrification solution with 10% Aloe vera 
(VS[AV10]) and vitrification solution with 50% Aloe vera (VS[AV50]). ]). a,b,c Different letters indicate signif-
icant difference between treatments (P<0.05). 
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The analysis of the extracellular matrix of the tissue grown for 6 days after vitrifi-

cation is shown in Figure 11. At the end of the culture period, the fragments that were cryo-

preserved after incubation in a vitrification solution with the presence of Aloe vera maintained 

percentages of collagen. similar to fresh control. However, the 50% concentration of Aloe 

vera showed no statistically significant difference when compared to the group without Aloe 

vera (P <0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10. Percentage (means ± SE) of morphologically healthy developing follicles in the fresh control (non-
vitrified and uncultivated tissue) and in different treatment groups after vitrification and in vitro culture of 
ovarian tissue: vitrification solution without Aloe vera (VS[AV0]); vitrification solution with 10% Aloe vera 
(VS[AV10]) and vitrification solution with 50% Aloe vera (VS[AV50]). a,b,c Different letters indicate signifi-
cant difference between treatments (P<0.05). 

Figure 11. Collagen levels (mean ± SE) in the ovarian tissue analyzed by the picrosirius red in the fresh control 
(non-vitrified and uncultivated tissue) and in different treatment groups after vitrification and culture: vitrifica-
tion solution without Aloe vera (VS[AV0]); vitrification solution with 10% Aloe vera (VS[AV10]) and vitrifica-
tion solution with 50% Aloe vera (VS[AV50]). (P<0.05). a,b,c Different letters indicate significant difference 
between treatments (p<0.05). 
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4. DISCUSSION 

 

Although Aloe vera has traditionally been used as a curative agent for its various 

pharmacological activities, there are still gaps in knowledge about the mechanisms of action 

of the plant extract at the cellular and tissue level (TEPLICKI et al., 2018). This gap is even 

greater when it comes to studies that evaluate the effect of this plant as a supplement of means 

for cryopreservation of ovarian tissue. To date, this study is a pioneer in evaluating the effect 

of Aloe vera on the vitrification of bovine ovarian tissue. 

A disadvantage of the vitrification procedure is the toxicity of the cryoprotective 

agents. Therefore, one of the main concerns when establishing cryopreservation protocols is 

to determine the ideal cryoprotectant as well as to find the most appropriate concentration of 

this cryoprotectant. In our study we showed that the presence of 10% dimethyl sulfoxide 

(DMSO) in the vitrification solution, alone or in combination with Aloe vera, did not affect 

follicular health or the maintenance of tissue structure in any of the concentrations of Aloe 

vera used, as demonstrated by the high indices of morphologically healthy follicles and the 

levels of extracellular matrix collagen in the ovarian tissue in proportions similar to the fresh 

control. These findings suggest that there are no significant deleterious effects in the associa-

tion of 10% DMSO with the concentrations of 10% and 50% of Aloe vera in vitrification so-

lution on cell and tissue morphological parameters. 

We also found that the presence of Aloe vera extract in the vitrification solution 

was able to maintain the collagen levels of the extracellular matrix in the ovarian tissue in 

proportions similar to the fresh control. The extracellular matrix (MEC) is a complex network 

of proteins, with emphasis on collagen, polysaccharides and water that comprises the acellular 

stromal micro-environment of all tissues (ALAMGEER, et al., 2019). In fact, MEC not only 

serves as a network for stabilizing the physical structure of tissues, but also plays an important 

role in cell-cell and cell-matrix interactions, thus directing cellular destiny and influencing the 

development and homeostasis of the fabric (MUN-CIE; WEAVER, 2019). Thus, stroma 

maintenance is of fundamental importance for the survival of follicular structures and the fe-

male gamete after cryopreservation of ovarian tissue. Damage to the structure of collagen can 

occur due to the unregulated expression of a class of enzymes known as metalloproteinases 

(MMPs) which, in normal physiological situations, are regulated by tissue metalloproteinase 

inhibitors (TIMPs), however this regulation can be impaired, for example, in oxidative stress 

situations (PROVENZANO et al., 2020) that favor the action of metalloproteinases (JA-

BLONSKA-TRYPUC et a., 2016). A recent study by Chul-Hong et al. (2017) showed that 
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Aloe vera was able to suppress tissue levels of mRNA for MMP-9 as well as levels of the en-

zyme itself in mouse models while maintaining tissue structure within acceptable parameters. 

In addition, it has been reported that Aloe vera strongly stimulated the proliferation of human 

dermal fibroblasts (TEPLICKI et al., 2018). This effect is important in view of the role of 

these cells in the production of collagen in the matrix (JIA et al., 2018). Reports also point out 

that Aloe vera has also been found to increase the content of type III collagen in tissues 

(SIGAROODI et al., 2019) and that acemannan, a polysaccharide present in Aloe vera gel, 

stimulates the extracellular matrix synthesis ( BO-ONYAGUL et al., 2014). 

In general, the presence of Aloe vera in the vitrification solution was able to pro-

vide higher rates of activation and follicular development than those observed in the group 

without Aloe vera. Several studies have shown that the transition from primordial follicles at 

rest to the growth stages is a very dynamic and still poorly understood process. It has already 

been suggested that fragmentation of ovarian tissue promotes an increase in actin polymeriza-

tion, which interrupts the Hippo signaling pathway and leads to increased expression of 

growth factors, including connective tissue growth factor (CTGF or CCN2) and overexpres-

sion nephroblastoma (NOV or CCN3) (KAWAMURA et al., 2013). Study conducted by 

Hsueh et al. (2015) showed that the secretion of CCN2 and related factors was able to pro-

mote the growth of primordial follicles in vitro. Another signaling pathway whose role in fol-

licular activation is already well established is PI3K / Akt (HSUEH et al., 2015). The activa-

tion of this pathway leads to the activation of its Akt component, a protein kinase serine / 

threonine that increases cell proliferation and survival (MAIDARTI et al., 2019). Previous 

studies have already shown that activation of this pathway is an important requirement in 

promoting follicular growth (GROSBOIS; DEMEESTERE, 2018; MCLAUGHLIN et al., 

2014). 

Aloe vera promoted a significant increase in mRNA levels for PRDX6, GPX1 and 

SOD, and low expression for CAT. In cells and tissues, peroxidases are involved in antioxi-

dant defense and intracellular signaling through their activities of alkyl and hydrogen perox-

ide reductase (LEYENS ET AL., 2004). As for peroxideroxin 6 (Prdx6, 1-cys peroxiredoxin), 

whose mRNA expression was significantly increased in both concentrations of Aloe vera used 

in this study, it is known that it is an exclusive member of the peroxiredoxin family and is 

widely expressed in all tissues , being the only peroxiredoxin capable of reducing phospholip-

id hydroperoxides through the activity of glutathione peroxidase (GPX) (AREVALO; 

VÁZQUEZ-MEDINA, 2018). Other enzymes involved in antioxidant defense including 

GPX1, SOD and CAT have an important role in regulating ROS levels in the intracellular en-
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vironment. Among them, GPX1, a widely expressed and important member in the metabolism 

of ROS (CHEN et al., 2019). SOD catalyzes the dismutation of the superoxide anion (O2-) to 

oxygen (O2) and hydrogen peroxide (H2O2), the latter being eliminated by glutathione perox-

idase or catalase. Because of this, it is an important antioxidant defense in most cells exposed 

to oxygen (JOHNSON; GIULIVI, 2005; MCCORD; EDEAS, 2005). Aloe vera ability to in-

crease mRNA levels for this enzyme in a study with rats has already been verified (BIRDEN 

et al., 2012). In male reproductive cells of mice, an improved effect on SOD levels by Aloe 

vera has also been reported (BEHMANESH et al., 2018; BALA et al., 2016). Corroborating 

these reports, the same effect was observed in human skin fibroblasts where SOD overexpres-

sion was associated with a reduction in oxidative damage to lipids and DNA (LIU et al., 

2015). In general, the improved expression of mRNA for antioxidant enzymes may be related 

to the maintenance of follicular and tissue morphology and viability observed in our investi-

gation. 

Given the above, it is concluded that the presence of Aloe vera in the vitrification 

solution improved the overall quality of the follicle and ovarian tissue, reestablishing follicu-

lar development and activation after the cultivation of the vitrified tissue. Furthermore, the 

marked expression of important genes, known to be involved in oxidative stress processes, 

suggests the potential antioxidant effect of the plant extract. A general evaluation of the ana-

lyzes made it possible to suggest the concentration of 10% of Aloe vera for the solution of 

vitrification of bovine ovarian tissue. 
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9. CONCLUSÕES GERAIS 

 

- A presença de 10% e 50% de Aloe vera no meio de cultivo in vitro de folículos inclusos no 

tecido ovariano de bovinos permite ativação e desenvolvimento folicular, mantendo a morfo-

logia saudável da célula e do tecido.  

 

- A presença de Aloe vera na solução de vitrificação de tecido ovariano de bovinos melhora a 

qualidade geral do folículo e do tecido, reestabelecendo o desenvolvimento folicular após o 

cultivo in vitro do tecido vitrificado. 

 

- A presença de Aloe vera na solução de vitrificação de tecido ovariano de bovinos aumenta a 

expressão de mRNA para SOD, PRDX6 e GPX1 no tecido após a vitrificação, pressupondo 

ação antioxidante do extrato.  
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10. PERSPECTIVAS 

 

Os resultados obtidos neste trabalho poderão auxiliar na compreensão dos efeitos da 

adição do extrato de Aloe vera como suplemento em meios de cultivo in vitro e em solução de 

vitrificação de folículos inclusos no tecido ovariano de bovinos na morfologia, viabilidade, ativa-

ção e desenvolvimento folicular, bem como sobre a expressão de mRNA de enzimas antioxidan-

tes. Tendo em vista a influência deletéria do estresse oxidativo no cultivo in vitro e na criopreser-

vação de folículos ovarianos, a proteção celular e tecidual observada nesse estudo pode contribuir 

para fazer da Aloe vera uma importante aliada na melhoria de protocolos dessa natureza. Além 

disso, esse relatório poderá auxiliar na melhor compreensão da foliculogênese na espécie bovina. 

Investigações adicionais são necessárias para complementar os achados aqui relatados bem como 

para reduzir a escassez de estudos sobre o efeito da Aloe vera na dinâmica folicular e tecidual sob 

condições de cultivo in vitro e criopreservação.  
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