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RESUMO: Gossipol é um composto fenólico produzido pelas glândulas de pigmento 
presente nas raízes, caules, folhas, sementes e botões de flores do algodão (Gossypium 
spp). O farelo e a torta de algodão são subprodutos do algodão utilizados para a 
alimentação animal, pois são ricos em óleo e proteínas. No entanto, o gossipol limita a 
utilização do algodão na alimentação animal, pois altas concentrações desta substância 
podem ser responsáveis por sinais clínicos agudos de intoxicação, sendo o efeito tóxico 
mais comum é a redução na reprodução de machos e fêmeas.  O objetivo deste estudo 
foi avaliar os efeitos do gossipol no ciclo estral, na foliculogênese in vivo e in vitro e no 
desenvolvimento de embriões in vitro de roedores e galinhas. Para o primeiro 
experimento, foram utilizadas 24 ratas Wistar, distribuídas em dois grupos iguais: um 
grupo controle (injeção de solução salina, por via subcutânea) e o outro tratado com 
gossipol (25 mg/kg/dia, por via subcutânea) durante 15 dias. As ratas sofreram 
eutanásia após o último dia do tratamento para coleta de sangue e de fragmentos de 
ovários, útero e tireoide. Foi coletado sangue para análise hormonal por ELISA e os 
ovários foram coletados para estudo histológico para avaliação qualitativa e quantitativa 
dos folículos ovarianos. Para o segundo experimento, foram necessários 32 ovários de 
ratas e camundongas e quatro de galinhas. Os ovários das ratas e de camundongas, e 
fragmentos dos ovários de galinhas foram cultivadas em placas de 24 poços de cultura 
de células contendo 1 ml de meio de cultura específico. Foram testadas quatro 
concentrações de gossipol: 0 (controle), 5, 10 e 20 ug/mL. Todas as placas foram 
incubadas a 39 °C e 5% de CO2 durante 24 horas e sete dias. Após a incubação, os 
ovários foram fixados e processados para análise histológica. Para o terceiro 
experimento, fêmeas nulíparas de camundongos Balb-C foram superovuladas e em 
seguida, alocadas com machos. No dia seguinte, foi realizada a colheita de embriões na 
fase de 2-8 células. Foram realizadas lavagens sequenciais das tubas para remoção dos 
embriões com meio HTF modificado. Lotes de 5 – 8 embriões coletados e selecionados 
foram transferidos para novo meio de cultivo HTF sem HEPES suplementado com 10% 
de SFB. Posteriormente foram recolhidos e depositados em microgotas (30 µl) de meio 
suplementado em placas de 35x10 mm. Os embriões foram cultivados em meio sem a 
adição de gossipol (grupo controle) ou com concentrações de 5, 10 e 20 µg/ml de 
gossipol, adicionadas em cada gota. Estas gotas foram imersas em óleo mineral e 
cultivadas em estufa com 5% de CO2 a 37 °C, por 24 horas. Após o cultivo, os embriões 
foram corados para a detecção de membranas rompidas e de células em processo de 
morte celular. Pode-se observar que o gossipol promove degeneração de folículos 
ovarianos e embrioletalidade, e esta toxicidade ocorre por meio de ação direta do 
gossipol e não por algum produto de sua biotransformação. 
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DETERMINATION OF GOSSYPOL EFFECTS ON THE ESTROUS CYCLE, 
FOLLICULOGENESIS AND EARLY EMBRYONIC DEVELOPMENT OF  
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ABSTRACT - Gossypol is a phenolic compound produced by pigment glands in cotton 
stems, leaves, seeds and flower buds (Gossypium spp). Cottonseed meal is a by-product 
of cotton that is used for animal feeding because it is rich in oil and proteins. However, 
gossypol toxicity limits cottonseed use in animal feed. High concentrations of free 
gossypol may be responsible for acute clinical signs of gossypol poisoning, the most 
common toxic effect is a reduction in reproduction of males and females. The objective 
of this study was to evaluate the effects of gossypol in the estrous cycle, folliculogenesis 
in vivo and in vitro and in developing embryos in vitro rodent and chickens. For the first 
experiment were used 24 Wistar rats divided into two groups: a control group (saline 
injection, subcutaneously) and the other treated with gossypol (25 mg/kg/day 
subcutaneously) for 15 days. The rats were euthanized after the last day of treatment for 
blood and fragments of ovaries, uterus and thyroid. Blood was collected for hormone 
analysis by ELISA and the ovaries were collected for histological study for qualitative 
and quantitative evaluation of ovarian follicles. For the second experiment, it took 32 
ovaries of female rats and mice and four chickens. The ovaries of rats and mice, 
chickens and fragments ovary cells were grown in 24-well culture plates containing 1 
ml of culture medium specific. We tested four concentrations of gossypol: 0 (control), 
5, 10 and 20 µg / ml. All plates were incubated at 39 ° C and 5% CO2 for 24 hours and 
seven days. After incubation, the ovaries were fixed and processed for histological 
analysis. For the third experiment, nulliparous female Balb-C mice were superovulated 
and then allocated to males. Next day, harvest embryos was performed in 2-8 cell stage. 
Sequential washes the tubes were performed to remove the embryos on modified HTF. 
Lots 5 - 8 are selected embryos collected and transferred to new culture HTF medium 
without HEPES supplemented with 10% FBS. Subsequently they were collected and 
deposited into microdroplets (30 µL) medium supplemented in 35x10 mm plates. The 
embryos were cultured in medium without addition of gossypol (control group) or with 
concentrations of 5, 10 and 20 µg / ml of gossypol added to each drop. These droplets 
were immersed in mineral oil and grown in a glasshouse with 5% CO2 at 37 ° C for 24 
hours. After the cultivation, the embryos were stained for the detection of ruptured 
membranes and cells in cell death. It can be seen that gossypol promotes degeneration 
of ovarian follicles and embryolethality and this toxicity occurs by direct action of 
gossypol and not a product of its biotransformation. 

 

Keywords: cotton, Gossypium, anti-nutritional factor 
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1. CAPÍTULO 1 – CONSIDERAÇÕES GERAIS  
 

 

1.1 REVISÃO DE LITERATURA 
 
  

1.1.1 Introdução 

 

O algodão (Gossypium spp.), planta arbórea da família Malvaceae, foi uma das 

primeiras plantas cultivadas pelo homem, que ocorreu há mais de 4.000 anos. É 

produzido principalmente para extração da fibra, utilizada na indústria têxtil, e do óleo 

da semente (SOTO-BLANCO, 2008; GADELHA et al., 2014). O gênero Gossypium 

spp. inclui muitas espécies distribuídas por todo o mundo, mas apenas quatro espécies 

são cultivadas para obtenção da fibra de algodão: Gossypium hirsutum L., Gossypium 

barbadense L., Gossypium arboreum L. e Gossypium herbaceum L. A espécie de 

algodão economicamente mais importante é G. hirsutum, responsável por 90% do 

algodão cultivado do mundo (BORÉM et al., 2003). A fibra de algodão e a produção de 

óleo geram subprodutos ricos em energia e proteína utilizados na alimentação. No 

entanto, esta planta contém um composto tóxico, o gossipol (SOTO-BLANCO, 2008; 

GADELHA et al., 2014). 

  

1.1.2 Gossipol 

 

O gossipol é um composto fenólico que foi isolado pela primeira vez em 1899. 

O nome é oriundo do nome científico do gênero da planta (Gossypium), associado com 

a terminação "ol" de fenol (SOTO-BLANCO, 2008; GADELHA et al., 2014). Possui 

peso de molecular 518,55 Dalton, é um pigmento amarelo, cristalino, insolúvel em água 

e hexano e solúvel em acetona, clorofórmio, éter, e metil etil cetona (butanona) e 

parcialmente solúvel em óleos vegetais. A fórmula química é C30H30O8, e a fórmula 

estrutural química é de 2,2’-bis(8-formil-1,6,7-trihidroxi-5-isopropil-3-metil-naftaleno) 

(Figura 01) (ABOU-EDINBURGH, 1976; ROGERS et al., 2002; SOTO-BLANCO, 

2008; GADELHA et al., 2014). 

 

 



16 
 

          

Figura 1 - Estrutura química, fórmula e fórmula estrutural do gossipol. 
Fonte: GADELHA et al., 2014 

 

Esta substância é produzida pelas glândulas de pigmento do algodão presentes 

nas raízes, caules, folhas, sementes e botões de flores. As glândulas de pigmento são 

pequenas manchas negras distribuídas por toda a planta do algodão, sendo as 

concentrações mais elevadas encontradas nas sementes (ROGERS et al., 2002; SOTO-

BLANCO, 2008; ALEXANDER et al., 2008; GADELHA et al., 2014). A semente do 

G. barbadense pode conter até 34 g de gossipol/kg (PERCY et al., 1996). Esta toxina 

promove efeitos tóxicos aos vertebrados, porém confere a planta resistência às pragas 

(ROGERS et al., 2002; SOTO-BLANCO, 2008; ALEXANDER et al., 2008; 

GADELHA et al., 2014). As glândulas produzem pigmentos fenólicos adicionais (pelo 

menos 14), mas eles estão em concentrações mais baixas que o gossipol e possuem 

pouca importância toxicológica (SOTO-BLANCO, 2008; GADELHA et al., 2014). 

O gossipol é uma mistura de dois enantiômeros, (+) e (-) gossipol (HRON et al., 

1999; LORDELO et al., 2005; SOTO-BLANCO, 2008; KAKANI et al., 2010; 

GADELHA et al., 2014). O enantiômero (-) de gossipol é eliminado mais lentamente 

(WU et al., 1986), apesar de ser a forma mais biologicamente ativa. Por conseguinte, é 

mais tóxico do que o (+) gossipol (BAILEY et al., 2000; KAKANI et al, 2010). A 

espécie Gossypium produz ambos os enantiômeros em diferentes proporções, o que é 

geneticamente determinado (LORDELO et al., 2005; LORDELO et al., 2007; 

SCHEFFLER; ROMANO, 2008; SOTO-BLANCO, 2008; GADELHA et al., 2014). Por 

exemplo, a proporção de (-) gossipol varia de 33,8 a 47,0% nas sementes da variedade 

Upland (G. hirsutum) (CALHOUN et al., 1995; STIPANOVIC et al., 2009) e 24,9 a 

68,9% nas sementes de G. barbadense (PERCY et al., 1996). 
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Foram observadas duas formas de gossipol nas plantas, a forma livre e a 

conjugada (ALEXANDER et al., 2008). A forma conjugada é produzida através de 

ligações covalentes do gossipol livre com grupos epsilon-amino de lisina e arginina 

(BRESSANI et al., 1964; FERNANDEZ et al., 1995; SOTO-BLANCO, 2008; 

GADELHA et al., 2014), por meio da reação de Maillard (SOTO-BLANCO, 2008; 

GADELHA et al., 2014). No entanto, esta reação reduz a disponibilidade de 

aminoácidos para a absorção pelo animal e a lisina parece ser a mais afetada 

(FERNANDEZ et al., 1995). 

A produção de gossipol é influenciada por diversos fatores, incluindo as 

condições meteorológicas e as diferentes espécies de algodão. Considerando as 

condições climáticas, a produção de gossipol é positivamente correlacionada com a taxa 

de precipitação e negativamente correlacionada com a temperatura (PONS et al., 1953). 

Em relação a variação entre as espécies de algodão, a G. barbadense tem concentrações 

de gossipol mais elevadas que a G. hirsutum. Por outro lado, o armazenamento de 

algodão diminui levemente o teor de gossipol (SOTO-BLANCO, 2008; GADELHA et 

al., 2014).  

 

1.1.3 Ações do gossipol 

 

O teor de gossipol livre nas sementes de algodão varia entre muitas variedades 

de algodão (RANDEL et al., 1992; ALEXANDER et al., 2008), entre 0,02 e 6,64% 

(PRICE et al., 1993). O algodão pode conter níveis superiores a 14.000 mg/kg de 

gossipol total e 7.000 mg/kg de gossipol livre (ALEXANDER et al., 2008). No entanto, 

após a extração do óleo das sementes, até 0,6% está disponível para a extração de 

solvente, mas cerca de 0,06% está disponível, se o processo de extração envolver 

pressão mecânica e tratamento térmico (NICHOLSON, 2012). 

Em adição aos seus efeitos nocivos, o gossipol e seus derivados têm um 

potencial de utilização terapêutica. Esses compostos apresentaram ação in vitro contra 

alguns vírus, como o vírus da imunodeficiência humana (POLSKY et al., 1989; YANG 

et al., 2012) e o vírus da gripe H5N1 (YANG et al., 2012; 2013), várias bactérias e 

leveduras (MARGALITH, 1967; YILDIRIM-AKSOY et al., 2004; TURCO et al., 2007; 

ARINBASAROVA et al., 2012). 

O gossipol é um composto promissor para o tratamento da leucemia 

(BALAKRISHNAN et al., 2008), do linfoma (JOHNSON, 2008), do câncer de mama 
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(WANG et al., 2000; VAN-POZNAK et al., 2001), do mioma (HAN et al., 1987), do 

câncer da próstata (JIANG et al., 2012), e de outras doenças malignas (TUSZYNSKI; 

COSSU, 1984; WU et al., 1989; BADAWY et al., 2007; KO et al, 2007; YE et al., 

2007; CHIEN et al., 2012; HSIAO et al., 2012; WONG et al., 2012). Além disso, foi 

utilizado na China em 1970 para o tratamento de miomas uterinos, endometriose e 

hemorragia uterina em mulheres (HAN et al., 1987). 

 

1.1.4 Toxicocinética 

 

A taxa de absorção de gossipol é inversamente proporcional à quantidade de 

ferro na dieta (HASCHEK et al., 1989), e a suplementação dietética com sulfato ferroso 

inativa o gossipol livre (BARRAZA et al., 1991). Nos ruminantes, a microbiota do 

rúmen pode promover a ligação do gossipol livre ingerido com proteínas (SCHNEIER 

et al., 2002), mas não se sabe, no momento, se a forma ligada pode ser absorvida pelos 

intestinos ou se os microrganismos podem liberar gossipol livre a partir da forma ligada. 

O gossipol absorvido acumula-se no fígado (LINDSEY et al., 1980) e nos rins (KIM et 

al., 1996). A principal via de excreção desta substância é por meio da bile, que é então 

eliminada através das fezes após conjugação com glucoronídeos e sulfatos (ABOU-

DONIA et al., 1989; SOTO-BLANCO, 2008; GADELHA et al., 2014). Em ratos, 

tratados por via oral, com 5 mg de ambas as formas racêmicas de gossipol, 70,4 % de 

(+) e 80,2 % de (-) gossipol foram excretadas nas fezes no prazo de cinco dias, enquanto 

que 2,30 % de (+) e 2,79 % de (-) gossipol foram excretadas na urina (QIAO-QIN et al., 

1987). Pequenas quantidades também são excretadas pelo ar expirado (SOTO-

BLANCO, 2008). Pouca ou nenhuma quantidade de gossipol é excretado pelo leite 

(LINDSEY et al., 1980). Os tempos de meia vida (t1/2) do total de (+) e (-) gossipol em 

ratos, após uma dose única intravenosa, foi estimada como 25,26 horas e 10,53 horas, 

respectivamente (QIAO-QIN et al., 1987). 
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1.1.5 Intoxicação por gossipol 

 

A semente de algodão possui níveis suficientemente elevados de gossipol para 

produzir intoxicação aguda. No entanto, o gossipol produz efeitos cumulativos que 

podem surgir repentinamente após um período de ingestão variável, geralmente de um a 

três meses (EAGLE, 1950; PATTON et al., 1985; KERR, 1989; SOTO-BLANCO, 

2008; GADELHA et al., 2011, 2014). A intoxicação por gossipol tem sido relatada em 

várias espécies, incluindo frangos de corte (HENRY et al., 2001), suínos (HASCHEK et 

al., 1989), cães (WEST, 1940; UZAL et al., 2005), ovinos (MORGAN et al., 1988) e 

caprinos (LESTE et al., 1994). Os animais monogástricos, como suínos, aves, peixes e 

roedores, são mais suscetíveis à toxicidade do gossipol do que os ruminantes (RANDEL 

et al, 1992; KENAR, 2006; ZHANG et al, 2007a; ALEXANDER et al., 2009). Além 

disso, os ruminantes jovens são mais sensíveis ao gossipol em comparação com os 

ruminantes adultos (SOTO-BLANCO, 2008; GADELHA et al., 2014); isso ocorre 

porque pode haver ligação desse fenol a proteínas do fluido ruminal, tornando-o inativo. 

Se a ingestão de gossipol supera a capacidade de desintoxicação do rúmen, o gossipol 

livre pode ser absorvido em concentrações perigosas, mesmo em animais ruminantes 

adultos (WILLARD et al., 1995). 

Os sinais gerais da intoxicação aguda são semelhantes entre espécies de animais, 

e incluem dificuldade respiratória, diminuição do ganho de peso corporal, anorexia, 

fraqueza, apatia e morte depois de vários dias (ROGERS et al., 1975; HOLMBERG et 

al., 1988; MORGAN et al., 1988; KERR, 1989; RISCO et al., 1992; ZELSKI et al., 

1995; FOMBAND; BRYANT, 2004; Alexander et al., 2009). A morte súbita é devido à 

insuficiência cardíaca e foi relatada em bezerros (HOLMBERG et al., 1988; HUDSON 

et al., 1988), cordeiros (MORGAN et al., 1988) e cães (PATTON et al., 1985). 

Os achados de necropsia em ruminantes incluem edema pulmonar, líquido 

amarelado no tórax e cavidade peritoneal, gastroenterite, necrose hepática centrolobular 

e degeneração hipertrófica das fibras cardíacas. Em bezerros, os principais achados 

patológicos são ascite, edema visceral, necrose centrolobular aguda dos hepatócitos, 

danos aos rins e lesões cardiovasculares. A ocorrência de pneumonia é, provavelmente, 

devido a uma sensibilidade maior à infecções secundárias (HOLMBERG et al., 1988; 

MORGAN et al., 1988; RISCO et al., 1992; ZELSKI et al., 1995). 

Os suínos podem apresentar taxa de ganho de peso reduzida, anorexia, 

dificuldade respiratória, insuficiência cardíaca, tosse e intolerância a exercícios. Os 
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achados de necropsia incluem acúmulo de líquido nas cavidades corporais, edema e 

congestão no fígado, pulmão e baço, e hipertrofia cardíaca com degeneração de fibras 

musculares (HASCHEK et al., 1989). 

A anemia é frequentemente observada em animais alimentados com caroço de 

algodão. Isso ocorre porque o gossipol é um composto altamente reativo que se liga aos 

minerais e aminoácidos.  A ligação com o ferro forma um complexo de ferro-gossipol, 

que inibe a absorção desse metal. A deficiência de ferro afeta a eritropoiese (HERMAN; 

SMITH, 1973; SKUTCHES et al., 1973; ABOU-EDINBURGH, 1976; LINDSEY et al., 

1980; PATTON et al., 1985; KERR, 1989; AKINGBEMI; AIRE, 1994; ANEJA et al., 

2003; SOTO-BLANCO, 2008; GADELHA et al., 2014). Além disso, o gossipol 

promove o aumento da fragilidade dos eritrócitos (LINDSEY et al., 1980; MENA et al., 

2004; ZHANG et al., 2007a). O gossipol estimula a eriptose (morte de eritrócitos 

semelhante à apoptose), por meio do aumento da atividade citosólica do Ca2+ e 

contração da membrana das células, o que contribui para a anemia (ZBIDAH et al., 

2012). 

O gossipol também afeta o metabolismo da tireoide (TANG; WONG, 1984; 

RIKIHISA; LIN, 1989; LIN;RIKIHISA, 1990; UDOH et al., 1992; EL-MOKADEM et 

al., 2012). Alguns estudos com ratos machos (RIKIHISA; LIN, 1989) e fêmeas (LIN; 

RIKIHISA, 1990) mostraram diminuição das concentrações sanguíneas de tiroxina (T4) 

e triiodotironina (T3) em decorrência da administração do gossipol. Por outro lado, a 

administração do gossipol resultou em um aumento das concentrações séricas de T3, 

mas sem afetar as de T4, em ratos (TANG; WONG, 1984) e ovelhas (EL-MOKADEM 

et al., 2012). A avaliação histopatológica das glândulas tireoideanas de ratos machos 

que receberam doses de gossipol revelou degeneração folicular e atrofia (RIKIHISA; 

LIN, 1989). As células tireotróficas da glândula pituitária, que são especializadas para a 

síntese e secreção do TSH, apresentaram hipertrofia, hiperplasia e degranulação após a 

administração de gossipol em ratos (UDOH et al., 1992). 

Alguns sinais clínicos de intoxicação pelo gossipol foram atribuídas à redução 

de antioxidantes nos tecidos e ao aumento da formação de espécies reativas do oxigênio, 

que produzem peroxidação lipídica (FORNÉS et al., 1993; JANERO; BURGHARDT, 

1988; KOVACIC, 2003). Em concentrações elevadas, o gossipol também prejudica a 

produção de energia a partir do metabolismo oxidativo, por meio da interferência com a 

atividade enzimática mitocondrial na cadeia de transporte de elétrons e fosforilação 

oxidativa (MEKSONGSEE et al., 1970; ABOU- DONIA; DIECKERT EDINBURGH, 
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1974). Além disso, o gossipol diminui a força de contração do coração e a extensão da 

contração de fibras cardíacas (WEI-MIN; URTHALER, 1986). 

 

1.1.6 Hepatotoxicidade 

 

Além dos efeitos citados, o gossipol é um agente hepatotóxico (Tabela 1) 

(WANG; LEI, 1987; HASCHEK et al., 1989; MANABE et al., 1991; DEORAS et al., 

1997; BLEVINS et al., 2010, KAKANI et al., 2010; FONSECA et al., 2013). Ascite e 

degeneração dos hepatócitos (forte eosinofilia citoplasmática e picnose nuclear) foram 

observadas em ratos que receberam uma dose única intraperitoneal de 25 (DEORAS et 

al., 1997) ou 30 mg/kg de peso corporal (FONSECA et al., 2013).  

 
 
Tabela 1: Estudos experimentais que relatam lesão hepática induzida por gossipol em 

frangos,galinhas e ratos. 
Animais Dose do gossipol Via de   

 
administração 

Duração do  
 

tratamento 

Referências  

Frangos  0.4% de gossipol total na dieta Oral 20 dias (KAKANI 
et al., 2010) 

Galinhas  0.1% de gossipol total na dieta Oral 21 dias (BLEVINS 
et al., 2010) 

Ratos 25 mg/kg peso corporal Intraperitoneal Dose única (DEORAS 
et al., 1997) 

Ratos 30 mg/kg peso corporal Intraperitoneal Dose única (FONSECA 
etal., 2013) 

Ratos 5, 10 e 20 mg/kg peso corporal Intraperitoneal 10 dias (EL-
SHARAKY 
et al., 2010) 

PV: Peso vivo 

Os ratos que receberam doses mais baixas de gossipol (15 mg/kg/dia, durante 

quatro semanas, ou 30 mg/kg/dia durante duas semanas) demonstraram alterações 

morfológicas no fígado, como foi observado por meio de microscopia eletrônica, as 

quais foram caracterizadas por vacuolização mitocondrial, retículo endoplasmático 

aumentado, espaço perinuclear expandido e proliferação de fibras de colágenos no 

espaço perissinusoidal (WANG et al., 2000; LEI, 1987). Frangos alimentados com dieta 

contendo 0,1% de gossipol livre por 21 dias apresentaram aumento na atividade da 

gama-glutamiltransferase e esteatose hepática (BLEVINS et al., 2010). Frangos que 



22 
 

receberam uma dieta com 0,4% de gossipol total durante 20 dias apresentaram maior 

peso do fígado (KAKANI et al., 2010). 

 

1.1.7 Efeitos reprodutivos 

 

O gossipol afeta a gametogênese masculina e feminina e promove degeneração 

embrionária (GADELHA et al., 2011, 2014). Na década de 1950, a China passou por 

uma forte redução na taxa de natalidade humana em muitas áreas rurais, onde a 

população se alimentava com óleo de algodão contendo gossipol. Esta observação foi 

associada a infertilidade masculina causada pelo gossipol presente no óleo da semente 

de algodão consumido (LIU, 1957). Diante disto, este fenol foi investigado para 

utilização como contraceptivo masculino em vários estudos experimentais (QIAN; 

WANG, 1984; YU; CHAN, 1998; COUTINHO, 2002; DODOU et al., 2005; CHANG 

et al., 2011). 

A toxicidade deste composto para a reprodução dos machos (Tabela 2) foi 

relatada em diversos estudos que demonstraram a inibição da espermatogênese, 

caracterizada por diminuição na contagem, motilidade e viabilidade dos 

espermatozoides (HAHN  et al., 1981; GÅFVELS et al., 1984; GU; ANDERSON, 

1985; LAGERLÖF; TONE 1985; HEYWOOD et al., 1985; CHONGTHMMAKUN et 

al., 1986; ZIRKLE et al, 1988; HONG et al., 1989; RANDEL et al., 1992; FORNÉS et 

al., 1993; CHENOWETH et al., 2004; BROCAS et al., 1997; CHENOWETH et al., 

2000; YUAN; SHI, 2000; EL-SHARAKY et al., 2010). O efeito antifertilidade 

masculina é dose e tempo dependente. A infertilidade ocorre por meio da inibição da 

motilidade dos espermatozoides, diminuição da concentração espermática, indução de 

lesão mitocondrial específica na cauda do espermatozoide e danos ao epitélio 

germinativo (RANDEL et al., 1992). Contudo, tais efeitos são reversíveis quando a 

ingestão do gossipol é cessada (HASSAN et al., 2004). Além disso, a administração de 

gossipol para ratos machos não interferiu no desenvolvimento embrionário e fetal da 

prole de fêmeas não tratadas (BEAUDOIN, 1988). 

Os efeitos deletérios sobre a reprodução masculina não foram observados para 

todos os animais alimentados com farelo de algodão. Em caprinos (NUNES et al., 2010) 

e ovinos machos adultos (GUEDES; SOTO-BLANCO, 2010) alimentados com uma 

dieta contendo 0,5 kg/animal/dia de farelo de algodão por 120 dias consecutivos, não 
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houve efeitos negativos sobre a qualidade do sêmen, que foi avaliada pelo volume 

seminal e pela concentração, motilidade e anormalidades dos espermatozoides.  

 

Tabela 2: Alguns estudos experimentais descrevendo os efeitos do gossipol na 
reprodução masculina de roedores e touros. 

Animais Dose de gossipol Efeitos Referências 

Hamsters 10 mg/kg PV/dia Degeneração de espermatozóides HAHN  et al., 
1981 

Ratos 20 mg/kg PV/dia Degeneração de espermatozóides HAHN  et al., 
1981 

Camundongos 40 mg/kg PV/dia Sem alterações HAHN  et al., 
1981 

Ratos 25 mg/kg PV/dia Diminuição da espermatogênese, 
danos as células de Sertoli e túbulos 
seminíferos 

HEYWOOD et 
al., 1985 

Ratos 10 mg/kg PV/dia Degeneração tubular, redução da 
concentração de testosterona, 
involução da próstata ventral e 
vesícula seminal 

GÅFVELS et 
al., 1984 

Ratos 5, 10 and 20 
mg/kg PV/dia 

Diminuição do número e motilidade 
de espermatozoides, aumento do 
número de espermatozoides anormais, 
níveis séricos reduzidos de 
testosterona, LH e FSH 
 

EL-
SHARAKY et 
al., 2010 

Touros 16,4 mg/kg 
PV/dia 

Produção de espermatozoides e 
motilidade reduzidas, aumento da 
proporção de anormalidades na peça 
intermediária de espermatozoides 

CHENOWETH 
et al., 2000 

Touros 8 mg/kg PV/dia Anormalidades primárias e 
secundárias de espermatozoides, 
aumento do número de 
espermatozoides com vacúolos 
proximais 

HASSAN et 
al., 2004 

 

O mecanismo dos danos causados aos espermatozoides pelo gossipol ocorre 

devido ao bloqueio da produção e liberação de ATP utilizado por essas células (UENO 

et al., 1988). Outro efeito do gossipol é a redução do conteúdo celular de ß-tubular em 

espermatócitos e espermátides (TENG, 1997). Além disso, o gossipol inibe o influxo de 

cálcio (BREITBART, 1984; BREITBART, 1989), e a atividade de Mg-ATPase e Ca-

Mg-ATPase nas membranas plasmáticas do espermatozoide (BREITBART et al., 

1984). Espermatozoides anormais ocorrem porque o gossipol produz alterações ultra-

estruturais na membrana nuclear, nas mitocôndrias e no retículo endoplasmático 

(HAFFER, 1983; ARSHMAI; RUTTLE, 1988; CHENOWETH et al., 2000; 
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ROMUALDO; KLINEFELTER, 2002). Em suínos, em células de Sertoli cultivadas, o 

gossipol também diminui a atividade oxidativa e causa dano ao DNA (ZHANG et al., 

2011). Em ratos alimentados com torta de algodão rico em gossipol, foi observada 

expressão nuclear reduzida de receptores androgênicos em células de Leydig, células de 

Sertoli e de células mioides (TIMURKAAN et al., 2011). 

O gossipol também afeta a reprodução do sexo feminino (Tabela 3), sendo as 

fêmeas de ruminantes as mais tolerantes do que as fêmeas não-ruminantes (LIN et al., 

1985; BROCAS et al., 1997; RANDEL et al., 1992; GRAY et al., 1993), provavelmente 

devido à desintoxicação ruminal. A exposição das fêmeas a esta substância tem sido 

associada à interferência no ciclo estral, gestação e no desenvolvimento embrionário 

inicial (RANDEL et al., 1992, 1996; GADELHA et al., 2011, 2014). Em roedores, o 

gossipol interferiu no ciclo estral (LIN et al., 1985; ADEYEMO; LONGE, 2007) e na 

função das células da granulosa em suínos (BASINI et al., 2009). Além disso, os 

ovários de novilhas alimentadas com farelo de algodão tiveram menos folículos antrais 

(> 5 mm) do que as novilhas que consumiram farelo de soja (RANDEL et al., 1996). 

Também foi relatado que afeta a esteroidogênese ovariana in vitro (GU et al., 1990; LIN 

et al., 1994a), bem como a expansão do cumulos e maturação nuclear de oócitos de 

bovinos (LIN et al., 1994a). 

 

Tabela 3: Estudos experimentais que descrevem os efeitos do gossipol na reprodução de 
ratas e novilhas. 

Animais Dose de Gossipol Efeitos Referências 
Ratas 5 mg/kg PV/dia Diestro prolongado GU;ANDERSON, 

1985 
Ratas 25 mg/kg/dia Níveis mais baixos de 17 β - estradiol LIN et al., 1985 
Ratas 20 mg/kg/dia Ciclo estral irregular e longo, tempo 

prolongado para o acasalamento, 
diminuição da taxa de gestação, 
redução do número de embriões 
viáveis 

LAGERLÖF; 
TONE, 1985 

Novilhas ~51 mg/kg PV/dia Não houve interferência no ciclismo, 
na primeira concepção de ratas e na 
morfologia ovariana 

GAMBILL; 
HUMPHREY, 
1993 

Novilhas 5g de gossipol 
livre/animal/dia 

Redução no número de folículos 
ovarianos >5 mm 

RANDEL et al., 
1994 

 

Estudos anteriores demonstraram que o gossipol interfere no desenvolvimento 

embrionário (ZIRKLE; LIN, 1988; LIN, 1991; RANDEL et al., 1992; BROCAS et al., 

1997; HERNÁNDEZ-CERÓN et al., 2005; VILLASEÑOR et al., 2008). Na verdade, 
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verificou-se que o gossipol pode chegar ao fluido uterino por meio da circulação 

sanguínea materna (VILLASEÑOR et al., 2008). O efeito embriotóxico do gossipol foi 

observado em estudos in vitro (LIN et al., 1994b; BROCAS et al., 1997; VELASQUEZ-

PEREIRA et al, 2003; HERNÁNDEZ-CERÓN et al., 2005; VILLASEÑOR et al., 

2008) e in vivo (LI et al., 1989; RANDEL et al., 1996; VELASQUEZ-PEREIRA et al., 

2003; VILLASEÑOR et al., 2008). A perda da gestação precoce promovido pelo 

gossipol não se deve exclusivamente aos danos diretos aos embriões, mas também à 

interferência na implantação do embrião (LIN, 1991). Além disso, a administração 

dessa substância em ratas prenhes foi responsável por uma redução significativa do peso 

corporal fetal, mas não foram observadas anormalidades fetais (SEIN; PHIL, 1986). 

Provavelmente, o mecanismo de embriotoxicidade do gossipol ocorre por meio 

da ação citotóxica direta sobre o embrião (LI et al., 1989; RANDEL et al., 1992). Esse 

efeito citotóxico pode ser promovido por: (1) geração de espécies reativas do oxigênio, 

que induz o estresse oxidativo (FORNÉS et al., 1993; MORALES et al., 1999; 

KOVACIC, 2003), (2) interrupção da comunicação intercelular (HERVÉ et al., 1996), 

(3) indução da apoptose (WANG et al., 2000; YURTCU et al., 2003; ERGUN et al., 

2004; CUI et al., 2004; MOON et al., 2008, 2010; CENGIZ et al., 2010), ou (4) a 

interferência no transporte iônico nas membranas, aumentando os níveis de cálcio 

intracelular (CHENG et al., 2003). 

 

1.1.8 Imunotoxicidade 

 

O gossipol pode causar uma redução do número de leucócitos circulantes, 

principalmente linfócitos, o que pode afetar a imunocompetência do organismo 

(BRAGA et al., 2012). Experimentos em ratos, tanto in vivo como in vitro, mostraram 

atividade imunossupressora do gossipol que ocorre ao afetar linfócitos por inibição da 

proliferação e indução de apoptose (QUINTANA et al., 2000; XU et al., 2009). Os ratos 

que receberam gossipol apresentaram reduções significativas das populações de 

linfócitos no timo e nos nódulos linfáticos mesentéricos (SEIN; PHIL, 1986; SIJUN et 

al, 2012), na população de células totais do baço (SEIN; PHIL, 1986) e na capacidade 

do sangue e células linfáticas para produzir anticorpos após a imunização de eritrócitos 

de ovelhas (SEIN; PHIL, 1986; SIJUN et al., 2012). Além disso, o baço e linfonodos de 

camundongos que receberam gossipol apresentaram diminuição na população de 

timócitos CD4+ e aumento da população de linfócitos CD8+ (SIJUN et al., 2012).  
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Em vários estudos, foi observado que o gossipol interfere com a função imune 

dos linfócitos (XU et al, 1988; NAGALAKSHMI et al., 2001; PATTANAIK et al., 

2003; SIJUN et al., 2012). Após a inoculação de Brucella abortus, a produção 

específica de anticorpos anti-Brucella foi prejudicada em cordeiros (NAGALAKSHMI 

et al., 2001) e bezerros (PATTANAIK et al., 2003) alimentados com farelo de algodão. 

Camundongos tratados com gossipol apresentaram menor produção de IgM e IgG em 

resposta à imunização com eritrócitos de ovinos (SIJUN et al., 2012). Homens tratados 

com gossipol, como um contraceptivo masculino, apresentaram títulos reduzidos de IgG 

que podem estar relacionados aos danos produzidos nos linfócitos (XU et al., 1988). 

A proliferação in vitro de macrófagos de camundogos foi inibida pelo gossipol 

(SIJUN et al., 2012). Além disso, a adição de gossipol ao meio de cultivo de 

macrófagos peritoneais de ratos incubados inibiu o metabolismo do ácido araquidônico 

e a produção de prostaglandina E2 (OHUCHI et al., 1988). Por outro lado, a quimiotaxia 

de macrófagos induzida por Edwardsiella ictaluri foi aumentada em bagres do canal 

(Ictalurus puctatus) alimentados com semente de algodão (BARROS et al., 2002) ou 

que receberam gossipol (YILDIRIM et al., 2003). No entanto, estes peixes não foram 

afetados pelo gossipol em outro estudo (YILDIRIM-ALKSOY et al., 2004). O gossipol 

também aumentou a atividade da lisozima sérica em bagre do canal após o desafio com 

E. ictaluri (YILDIRIM et al., 2003; YILDIRIM-ALKSOY et al, 2004). 

 

1.1.9 Medidas preventivas 

 

As medidas preventivas envolvem o tratamento dos produtos de algodão para 

diminuir as concentrações de gossipol livre por meio da utilização de calor e pressão no 

processamento destes produtos (Tabela 4). A seleção genética produziu variedades de 

algodão desprovidas de glândulas produtoras de gossipol (FISHER et al., 1988), mas 

estas variedades são pouco cultivadas porque não são muito produtivas e são mais 

vulneráveis a ataques de insetos (SOTO-BLANCO, 2008; GADELHA et al., 2014). 

Uma alternativa é a seleção e utilização de variedades de algodão contendo um relativo 

aumento na proporção de (+) e (-) gossipol (BAILEY et al., 2000). A Normativa 

2002/32 da União Europeia (2002L0032 - PT - 2013/02/26 - 017.001) afirma que as 

concentrações máximas de gossipol livre para caroço de algodão são 5.000 ppm, e 1.200 

ppm para farelo ou torta de algodão, e para rações completas são 20 ppm para galinhas 

poedeiras e leitões, 60 ppm para coelhos e suínos, 100 ppm para aves e bezerros e 500 
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ppm para bovinos, ovinos e caprinos. Infelizmente, não há esse tipo de exigência na 

legislação brasileira. 

O processamento de grãos por meio de tratamento térmico (BRODERICK; 

CRAIG, 1980; ARIELI, 1998) e o processo de extrusão (NOFTSGER et al., 2000) 

podem reduzir os níveis de gossipol livre nas sementes de algodão. No entanto, é 

possível que o conjugado formado possa liberar o gossipol durante a digestão 

(NOFTSGER et al., 2000). De fato, os animais alimentados com dietas contendo caroço 

de algodão com concentrações totais de gossipol semelhantes, mas diferentes 

concentrações de gossipol livre tiveram semelhante quantidade de gossipol total no 

plasma (NOFTSGER et al., 2000). Além disso, embora o processo de extrusão tenha 

reduzido a concentração de gossipol livre, mas não a concentração total de gossipol, 

pintos de corte alimentados com farelo de algodão extrusado mostrou diminuição do 

ganho de peso corporal, aumento do consumo de ração e conversão alimentar 

ineficiente (HENRY et al., 2001). 

O tratamento do algodão por radiação gama (JADDOU et al., 1983; JO et al., 

2003; SHAWRANG et al., 2011) e irradiação por feixe de elétrons (EBRAHIMI-

MAHMOUDABAD; TAGHINEJAD-ROUDBANEH, 2011; SHAWRANG et al., 

2011) pode reduzir os níveis de gossipol livre. De fato, a irradiação do gossipol reduziu 

sua atividade pró-oxidativa in vitro e sua embriotoxidade em camundongas (JO et al., 

2003). De fato, a irradiação ao gossipol reduz in vitro a atividade pro-oxidativa e 

embriotoxicidade em ratos (JO et al., 2003). O mecanismo de destruição do gossipol 

pela radiação é desconhecido, mas especula-se que pode ser resultado da agregação de 

moléculas de gossipol, ligação cruzada com outras moléculas e fragmentação ou quebra 

direta das moléculas (EBRAHIMI-MAHMOUDABAD; TAGHINEJAD-

ROUDBANEH, 2011). Por outro lado, a aplicação de ureia, que é um procedimento 

utilizado para reduzir os níveis de aflatoxina em alimentos, aumenta a toxicidade do 

farelo de algodão em gado leiteiro (SMALLEY; BICKNELL, 1982). 

Alguns fungos podem reduzir os níveis de gossipol livre de farelo de semente de 

algodão por fermentação, incluindo o Aspergillus niger (SHI et al., 1998; ZHANG et 

al., 2006; ZHANG et al., 2007b), Aspergillus oryzae (LIM; LEE, 2011), Candida 

tropicalis (ZHANG et al., 2006; ZHANG et al., 2007b; WENG; SUN, 2006; ZHANG et 

al., 2006), Saccharomyces cerevisiae (ZHANG et al., 2006; ZHANG et al., 2007b) e 

Geotrichum candidum (SUN et al., 2008). O uso de farelo de algodão fermentado para 

alimentar os animais parece ser seguro (LIM; LEE, 2011; SUN et al, 2013); esses 
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microrganismos podem ser utilizados no farelo de algodão antes de alimentar os 

animais, porém não estão comercialmente disponíveis atualmente.  

A suplementação dietética com sulfato férrico reduz as concentrações de 

gossipol livre nos alimentos devido à ligação deste com grupos reativos de gossipol, 

formando um conjugado. A recomendação para a suplementação é 1 mol de gossipol 

para cada mol de ferro, o que poderia aumentar os níveis máximos toleráveis de 

gossipol de 50 para 150 ppm para aves poedeiras e de 100 ppm para 400 ppm para 

suínos e galinhas (SOTO-BLANCO, 2008). Outros nutrientes podem ser utilizados 

como um suplemento alimentar para reduzir a disponibilidade desta substância. 

Verificou-se que a suplementação da dieta com 1 mg de selenito de sódio por dia em 

ovinos adultos foi capaz de neutralizar a maioria dos efeitos tóxicos do gossipol sobre a 

qualidade do sêmen (EL-MOKADEM et al., 2012). A suplementação com vitamina E 

na dieta na dose de 4000 IU/ touro/dia também reverteu os efeitos negativos do gossipol 

sobre a produção e qualidade do sêmen de touros (VELASQUEZ-PEREIRA et al., 

1998) e reduziu a fragilidade osmótica eritrocitária em novilhas (VELASQUEZ-

PEREIRA et al., 2002) promovidos pela alimentação de farelo de algodão. 

Na tentativa de produção de uma vacina, foi produzido com um conjugado de 

gossipol com albumina sérica bovina. Esse conjugado induziu a produção de anticorpos 

contra o gossipol em ratos, mas os animais imunizados foram mais sensíveis ao efeito 

hepatotóxico agudo do gossipol (FONSECA et al., 2013). 
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Tabela 4: Medidas preventivas para reduzir a toxicidade do gossipol. 
Procedimentos  Referências 

Tratamento térmico 
aquecimento 
extrusão 

 
ARIELI, 1998 
ARIELI, 1998; 
NOFTSGER et al., 2000 

Irradiação 
irradiação gama 
 
 
irradiação por feixe de elétrons 

 
JADDOU et al, 1983; JO 
et al, 2003; SHAWRANG 
et al., 2011 
SHAWRANG et al., 2011; 
EBRAHIMI-
MAHMOUDABAD; 
TAGHINEJAD-
ROUDBANEH, 2011 

Fermentação de fungos 
Aspergillus niger 
 
 
Aspergillus oryzae 
Candida tropicalis 
 
 
Saccharomyces cerevisae 
 
Geotrichum candidum 

 
SHI et al., 1998; ZHANG 
et al., 2006; ZHANG et 
al., 2007b 
LIM; LEE, 2011 
ZHANG et al., 2006; 
ZHANG et al., 2007b; 
WENG; SUN, 2006; 
ZHANG et al., 2006 
ZHANG et al., 2006; 
ZHANG et al., 2007b 
SUN et al., 2008 

Suplementação nutricional 
sulfato de ferro 
selenito de sódio 
vitamina E 

 
SOTO-BLANCO, 2008 
EL-MOKADEM et al., 
2012 
VELASQUEZ-PEREIRA 
et al., 1998, 2002 

 

1.1.10 Considerações finais 
 

A ingestão de gossipol presente na semente de algodão e seus produtos (torta e 

farelo) pode promover intoxicação clínica, lesão hepática, toxicidade reprodutiva 

masculina e feminina, e deficiência imunológica. A intoxicação aguda não é atualmente 

um problema significativo, mas os danos reprodutivos causam perdas econômicas 

importantes para a indústria pecuária. Embora a toxicidade reprodutiva masculina seja 

bastante conhecida, existe uma necessidade de mais estudos para compreender o dano 

reprodutivo feminino promovido pelo gossipol. A imunotoxicidade do gossipol está 

longe de ser completamente elucidada, mas esse impacto pode reduzir a resistência dos 

animais às infecções e prejudicar a eficiência das vacinas. Além disso, extensa pesquisa 
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será necessária para o desenvolvimento de tecnologias mais eficientes e de baixo custo 

para reduzir a toxicidade do gossipol. 

 

1.1.11 Objetivos 

 

1.1.11.1 Geral 

 

Avaliar os efeitos do gossipol no ciclo estral, na foliculogênese in vivo e in vitro 

e no desenvolvimento de embriões in vitro de roedores e galinhas. 

 

1.1.11.2 Específicos 

 

• Avaliar a interferência do gossipol sobre o ciclo estral de ratas Wistar; 

• Determinar as alterações no perfil hormonal promovidas pelo gossipol em ratas; 

• Estabelecer se há interferência do gossipol sobre a foliculogênese em ratas; 

• Comparar a toxicidade in vitro do gossipol em folículos ovarianos de ratas, 

camundongas e galinhas; 

• Estabelecer se há interferência no desenvolvimento de embriões de 

camundongas cultivados in vitro pela exposição ao gossipol; 

• Determinar se o gossipol pode afetar a integridade celular e a viabilidade em 

embriões de camundongas. 
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2 CAPÍTULO 2 - GOSSIPOL PROMOVE DEGENERAÇÃO DE FOLÍ CULOS 

OVARIANOS DE RATAS 

 

Gossipol promove degeneração de folículos ovarianos de ratas 

 

2.1 RESUMO  

RESUMO - O gossipol é bem conhecido por causar efeitos tóxicos no sistema 
reprodutor masculino, mas os seus efeitos sobre a reprodução feminina foram 
minimamente descritos e não estão bem esclarecidos. O presente estudo teve como 
objetivo determinar se o gossipol interfere no ciclo estral e foliculogênese de ratas. 
Vinte e quatro ratas Wistar foram distribuídas em dois grupos iguais: um grupo controle 
(injeção de solução salina, por via subcutânea) e o outro tratado com gossipol (25 
mg/kg/dia, por via subcutânea) durante 15 dias. As ratas sofreram eutanásia após o 
último dia do tratamento para coleta de sangue e de fragmentos de ovários, útero e 
tireoide. As concentrações séricas de estradiol, progesterona, hormônio luteinizante 
(LH), hormônio folículo-estimulante (FSH), tiroxina (T4), triiodotironina (T3) e 
hormônio estimulador da tireoide (TSH) foram determinadas por ELISA. Os ovários 
foram coletados para estudo histológico para avaliação qualitativa e quantitativa dos 
folículos ovarianos. Os folículos foram classificados de acordo com o estágio de 
desenvolvimento (primordial, primário, secundário ou antral) e como normal ou 
atrésico. Foi observado que o grupo tratado com gossipol apresentou redução da 
duração do estro, com um aumento na duração da fase do diestro. Além disto, este 
composto foi responsável por interferência hormonal, evidenciada pela redução nos 
níveis séricos de T4 e progesterona. Cinco ratas do grupo tratado apresentaram 
hidrometra, assim como uma rata do grupo controle. Foi observado que o gossipol foi 
responsável por uma redução significativa no número de folículos ovarianos normais e 
um aumento significativo no número de folículos atrésicos, em todas as fases de 
desenvolvimento. Em média, os ovários de ratas do grupo controle apresentam 83,3% 
de folículos normais e 16,7% de folículos atrésicos, enquanto que em ratas tratadas com 
gossipol apresentaram 36,6% e 63,4%, respectivamente. Em conclusão, o gossipol foi 
responsável pela interferência no ciclo estral de ratas causando uma redução no número 
de folículos viáveis e alterações nos níveis hormonais. 
 
Palavras chave: toxicologia reprodutiva, antifertilidade, ciclo estral, reprodução 
feminina 
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2.2 INTRODUÇÃO 

 

O gossipol é um composto polifenólico produzido pelas glândulas de pigmento 

presentes nas raízes, caules, folhas, sementes e botões de flores de algodão (Gossypium 

spp). A função deste composto é impedir que vários insetos alimentem-se da planta 

(GADELHA et al., 2011, 2014). Os sinais de intoxicação do gossipol incluem taxa de 

diminuição do crescimento, anorexia e dispneia em animais (GADELHA et al., 2014). 

Outros efeitos incluem danos aos hepatócitos (DEORAS et al., 1997; FONSECA et al., 

2013) e citotoxicidade de linfócitos levando à imunodeficiência (XU et al., 2009; 

BRAGA et al., 2012; SONG et al., 2013). 

A toxicidade do gossipol no sistema reprodutor masculino foi avaliada em 

diversos estudos (ALEXANDER et al., 2008). Esta substância inibe a espermatogênese, 

diminuindo a quantidade, a motilidade e a viabilidade dos espermatozoides. O efeito da 

infertilidade masculina é causado pela lesão mitocondrial específica na cauda do 

espermatozoide e danos ao epitélio germinal (AKINOLA et al., 2006; TAHA et al., 

2006; ROYCHOUDHURY et al., 2009; EL-SHARAKY et al., 2009). O mecanismo de 

distúrbios ao espermatozoide mediada pelo gossipol inclui a inibição da liberação e da 

utilização do ATP pelas células espermáticas (ARINBASAROVA et al., 2012) e a 

inibição do influxo de cálcio e a atividade da Mg-ATPase e da Ca-Mg-ATPase nas 

membranas plasmáticas do espermatozoide (BREITBART et al., 1984). Em cultivos de 

células de Sertoli de suínos, o gossipol também diminuiu a atividade da oxidase celular 

e causou danos ao DNA (ZHANG et al., 2011). A redução da expressão nuclear de 

receptores androgênicos foi observada em células de Leydig, células de Sertoli e células 

mioides de ratos alimentados com farinha de caroço de algodão rica em gossipol 

(TIMURKAAN et al., 2011).  

Apesar do gossipol ser conhecido como responsável por efeitos tóxicos ao 

sistema reprodutor masculino, existem poucos estudos sobre os seus efeitos na 

reprodução feminina. A exposição da fêmea ao gossipol foi associada com a 

interferência no ciclo estral, na gestação e no desenvolvimento embrionário precoce 

(GADELHA et al., 2011, 2014). O gossipol demonstrou afetar o ciclo estral de roedores 

(LAGERLÖF; TONE, 1985; LIN et al., 1985) e a função das células da granulosa de 

suínos (BASINI et al., 2009). Além disto, o gossipol afetou a esteroidogênese ovariana 

in vitro (GU et al., 1990; LIN et al., 1994), bem como a expansão do cúmulus de 

oócitos de bovinos e a maturação nuclear (LIN et al., 1994). O presente estudo teve 
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como objetivo determinar se o gossipol interfere no ciclo estral e na foliculogênese 

ovariana de ratas. Nosso trabalho também propõem um modelo experimental para 

determinação dos efeitos de substâncias tóxicas sobre o metabolismo ovariano por meio 

da classificação e quantificação do folículo ovariano. 

 

 

2.3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.3.1 Animais 

 

Foram utilizadas 24 ratas Wistar (Rattus norvegicus), de 60 a 70 dias de vida, 

pesando cerca de 120 g cada, oriundas do biotério da Universidade Federal Rural do 

Semiárido (UFERSA), Mossoró, RN. Durante todo o período do estudo, as ratas foram 

alojadas em gaiolas de plástico sob condições ambientais controladas com um ciclo de 

luz/escuro de 12 h e a uma temperatura de 24±3 °C. Foi fornecida ração (Labina, 

Purina, São Lourenço da Mata, PE, Brasil) e água ad libitum. Os estudos em animais 

foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais da UFERSA (Parecer N° 

31/2014, Processo N°23091.003576/2014-66) e foram realizados em conformidade com 

os padrões éticos estabelecidos na Declaração de Helsinki de 1964 e suas posteriores 

alterações. 

 

2.3.2 Delineamento experimental 

 

Antes de iniciar o experimento, o ciclo estral das ratas foi monitorado duas vezes 

por dia por meio de lavado vaginal durante sete dias consecutivos; somente as ratas que 

exibiram ciclos estrais regulares foram utilizadas no estudo. Vinte e quatro ratas foram 

aleatoriamente e igualmente distribuídas em dois grupos: um grupo controle (tratados 

com solução salina por via subcutânea) e um grupo tratado com gossipol (25 mg/kg/dia 

por via subcutânea) durante 15 dias consecutivos. 

Os lavados vaginais foram realizados em cada animal todos os dias 07:00h-

9:00h e novamente 17:00h-18:00h, utilizando 20 µL de solução de NaCl a 0,9%, com 

auxílio de uma micropipeta automática (Figura 1). As amostras coletadas foram 

colocadas em lâminas e analisadas em microscópio de luz. As proporções das células e 
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morfologia foram utilizadas para a determinação das fases do ciclo estral, caracterizadas 

como proestro, estro, metaestro e diestro (Figura 2) (MARCONDES et al., 2002). 

 

 

Figura 1: Realização do lavado vaginal de rata. 
Fonte: Arquivo pessoal 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 2: Citologia de lavado vaginas de ratas em diferentes fases do ciclo estral. (A) 
Proestro, grande quantidade de células basais e parabasais. (B) Estro, presença de 

células queratinizadas. (C) Metaestro, redução significativa na quantidade de células 
queratinizadas e início de infiltração leucocitária. (D) Diestro, grande quantidade de 

células leucocitárias. Fonte: Arquivo pessoal 
 
No dia seguinte após a última dose, as ratas foram anestesiados por 

administração intraperitonial de xilazina (5 mg/kg) e cetamina (60 mg/kg), para coletar 

os ovários, útero, glândulas da tiroide e amostras de sangue a partir da veia cava (Figura 

3).  

A B 

C D
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Figura 3: Coleta de sangue através da punção da veia cava caudal para análise 
hormonal. Fonte: Arquivo pessoal 

 

2.3.3 Análise hormonal 

Foram utilizados soros congelados para a determinação dos níveis séricos de 

estradiol, progesterona, hormônio luteinizante (LH), tiroxina (T4), triiodotironina (T3), 

e hormônio estimulante da tiroide (TSH). Os níveis hormonais foram determinados com 

o auxílio de um analisador automático ELISA (Elisys Uno, Human, Wiesbaden, 

Alemanha) com kits específicos (RPC Diagnostic Systems, Nizhny Novgorod, Rússia). 

 

2.3.4 Análise morfológica de folículos ovarianos 

 

Os ovários de cada rata foram coletados e fixados em formalina tamponada a 

10%. Os cortes foram seccionados em 5 µm de espessura, em intervalos de 60 µm ao 

longo do tecido, e corados com H & E.  

Foi realizada a análise histológica, incluindo a avaliação qualitativa e 

quantitativa dos folículos ovarianos. Os folículos foram classificados de acordo com o 

estágio de desenvolvimento como primordial, primário, secundário ou antral 

(PEDERSEN; PETERS, 1968). Os folículos primordiais foram definidos como aqueles 

que apresentavam uma camada de células pavimentosas na granulosa, folículos 

primários apresentavam uma camada de células cuboides na granulosa, folículos 

secundários apresentavam mais de duas camadas de células cuboides na granulosa e 

folículos antrais apresentavam a cavidade antral (Figura 4). 
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Figura 4: Ovários normais de ratas do grupo controle, mostrando folículos nas fases (A) 
primordial, (B) primário, (C) secundário (H&E, Barra = 25 µm), e (D) antral (H&E, 

Barra = 100 µm). Fonte: Arquivo pessoal. 
 

Folículos também foram classificados como normais ou atrésicos. Os folículos 

normais apresentaram uma forma regular e células da granulosa bem organizadas, sem 

sinais de atresia. Os folículos atrésicos foram caracterizados por oócitos retraídos, 

núcleos picnóticos, descontinuidade da membrana basal e células da granulosa 

desorganizadas (ISRAELY et al., 2003; CAMBONI et al., 2005).  

 

 

2.3.5 Análise estatística 

 

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente utilizando o software R 

(versão 3.0.0). A normalidade dos dados foi avaliada através de um teste de Shapiro-

Wilk e a homogeneidade de variância foi avaliada através de um teste de F. O teste t de 

Welch foi empregado para comparação das médias e os valores de p<0,05 foram 

considerados estatisticamente significativos. 
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2.4 RESULTADOS 

 

Não foram observados sinais clínicos de intoxicação nas ratas em estudo. Não 

houve diferença significativa no peso corporal entre os grupos no primeiro e no último 

dia do experimento, mas o ganho de peso corporal foi significativamente (P <0,05) 

menor em ratas tratadas com gossipol (Tabela 1). 

Com relação ao ciclo estral, o tratamento com gossipol aumentou 

significativamente (P <0,05) a duração do diestro (Tabela 1). Por outro lado, não foram 

observadas diferenças significantes nas demais fases do ciclo estral. 

Na necropsia, foi observada hidrometra em cinco ratas tratadas com gossipol e 

em uma rata do grupo controle. Não foram encontradas lesões histológicas nas 

glândulas tiroideanas ou no útero das ratas.  

 

Tabela 1: Peso corporal, ganho de peso corporal (em gramas) e duração (em horas) das 
fases do ciclo estral de ratas tratadas com gossipol (25 mg/kg/dia) ou 0,9% de solução 
salina (grupo controle) por via subcutânea durante 15 dias consecutivos. 
 Controle 

(n=12) 
Gossipol 
(n=12) 

Valor de P1 

Peso corporal (g) 
                        Dia 0 

  Dia 15 

 
190,4±4,32 
197,5±2,91 

 
192,2±7,62 
186,7±6,15 

 
n.s. 
n.s. 

Ganho de peso 
corporal (g) 

7,08±2,07 -5,58±2,43 0,0006792 

Diestro (h) 44,0±1,71 51,0±2,15 0,01875 

Metaestro (h) 1,00±0,67 3,50±1,73 n.s. 

Estro (h) 24,5±1,88 20,0±1,71 n.s. 

Proestro (h) 26,5±1,16 21,5±2,39 n.s. 
1 teste t de Welch 
n.s.: não significante (P > 0.05) 
 

Nossos resultados também verificaram que o gossipol foi responsável pela 

interferência hormonal, caracterizada por significativa redução (P <0,05) dos níveis 

séricos T4 e progesterona e um aumento significativo (P <0,05) da relação T3/T4 

(Tabela 2). Por outro lado, no grupo tratado com gossipol não foram afetados os níveis 

séricos de T3, TSH, LH e estradiol. 

 

Tabela 2: Concentrações de estradiol, progesterona, hormônio luteinizante (LH), 
tiroxina (T4), triiodotironina (T3), e hormonio estimulante da tiroide (TSH) em soro de 
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ratas tratadas com gossipol (25 mg/kg/dia) ou solução salina a 0,9% (grupo controle) 
por via subcutânea durante 15 dias consecutivos. 
 Controle 

(n=12) 
Gossipol 
(n=12) 

Valor de P1 

T4 (ng/dl) 2,21±0,10 1,80±0,12 0,01446 

T3 (pg/ml) 5,68±0,41 7,73±1,07 n.s. 

Relação T3/T4  2,62±0,19           4,62± 0,77 0,02635 

TSH (µIU/ml) 4,00±1,76 3,91±1,75 n.s. 

Progesterona (ng/ml) 48,3±7,61 24,5±4,16 0,01317 

LH (mIU/ml) 0,22±0,04 0,21±0,04 n.s. 

Estradiol (pg/ml) 10,7±3,83 16,7±4,53 n.s. 

1 teste t de Welch 
n.s.: não significante (P>0,05) 
 

Além disso, o tratamento com gossipol foi responsável por uma redução 

significativa (P<0,05) do número de folículos ovarianos normais e um aumento 

significativo (P<0,05) no número de folículos atrésicos, em todas as fases de 

desenvolvimento (Tabela 3 e Figura 5). Em média, os ovários de ratas do grupo controle 

apresentaram 83,3% de folículos normais e 16,7% de folículos atrésicos, enquanto as 

ratas tratadas com gossipol tiveram taxas de incidência de folículos normais e atrésicos 

de 36,6% e 63,4%, respectivamente. 
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Tabela 3: Populações de folículos ovarianos de ratas tratadas com gossipol (25 
mg/kg/dia) ou solução salina a 0,9% (grupo controle) por via subcutânea durante 15 
dias consecutivos. 
Folículos Controle (n=12) Gossipol (n=12) Valor de P1 

Número de folículos normais 

Primordial 341,8±25,6 122,6±20,1 <0,0001 

Primário 115,5±14,8 49,0±5,03 0,0008635 

Secundário 62,6±11,3 20,1±4,54 0,003426 

Antral 55,8±6,52 14,5±3,71 <0,0001 

Total 575,6±51,8 206,2±27,9 <0,0001 

Número de folículos atrésicos 

Primordial 66,3±10,7 168,3±24,1 0,001489 

Primário 22,5±2,32 65,8±6,99 <0,0001 

Secundário 22,2±4,26 71,7±9,44 0,00023 

Antral 8,08±1,52 39,6±3,95 <0,0001 

Total 119,1±12,8 345,4±32,8 <0,0001 

Proporção de folículos (em %) 

Normal 82,2±2,05 36,6±1,73 <0,0001 

Atrésico 17,8±2,05 63,4±1,73 <0,0001 

Número total de folículos 

Total 694,7±54,5 551,6±57,2 n.s. 
1 teste t de Welch 
n.s.: não significante (P > 0,05) 



59 
 

                              

Figura 5: (A) Ovários de ratas tratadas com gossipol apresentando atresia nos folículos 
antrais (H&E, Barra = 100 µm). (B) Folículos primários atrésicos de uma rata tratada 

com gossipol (H&E, Barra = 25 µm). Fonte: Arquivo pessoal. 

 

2.5 DISCUSSÃO 

 

Foi verificado que o tratamento com o gossipol resultou em aumento na duração 

das fases de diestro e metaestro (cerca de 116% e 350% dos controles, respectivamente) 

e redução da duração dos estágios de proestro e estro (ambos cerca de 81% dos 

controles). Interferências no ciclo estral também foram observadas por outros 

(LAGERLÖF; TONE, 1985; LIN et al., 1985). Em ratas, a administração de 20 mg/kg 

de gossipol-ácido acético, oralmente durante 60 dias (LAGERLÖF; TONE, 1985) e de 
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25 mg/kg de gossipol-ácido acético administrado através de injeção intramuscular de 3 a 

5 dias (LIN et al., 1985), causando ciclos estrais prolongados e irregulares. As ratas 

tratadas com doses de 60 mg/kg de gossipol-ácido acético durante 30 dias apresentaram 

números reduzidos de ciclos estrais, o que não ocorreu quando foram tratadas com 40 

mg/kg de gossipol (BENDER et al., 1988). De modo semelhante ao nosso estudo, a 

percentagem de animais em diestro foi maior em ratas tratadas com 5 ou 10 mg de 

gossipol/kg/dia, por via subcutânea durante 20 dias (GU; ANDERSON, 1985). Por 

outro lado, o tratamento com gossipol não demonstrou nenhum efeito sobre a ovulação 

em ratas (HAHN et al., 1981), e não alterou os ciclos estrais em hamsters (WU et al., 

1981). 

No presente estudo, foi verificado que o gossipol é responsável por interferência 

hormonal, como evidenciado pelos níveis séricos reduzidos de progesterona e T4, e um 

aumento da proporção T3/T4. Redução nos níveis séricos de progesterona foi relatado 

em ratas que receberam 25 mg/kg de gossipol-ácido acético por injeção intramuscular 

durante 3 a 5 dias (LIN et al., 1985) e em ratas prenhes, com administração por via oral 

de 60, 90 e 120 mg/kg/dia de gossipol-ácido acético nos primeiros 10 dias após o coito 

(YANG; WU, 1987). Os dados dos estudos in vitro indicam que o gossipol inibe a 

secreção de progesterona em células lúteas (GU et al., 1990; NAI-GONG et al., 1987), 

células da granulosa de folículos pequenos (VRANOVÁ et al., 1999) e complexos 

cumulus-oócito isoladas de grandes folículos antrais de suínos (KOLENA et al., 2001). 

Vários mecanismos podem estar envolvidos na inibição da síntese de progesterona, 

incluindo a inibição da adenilato-ciclase (LIN et al., 1985; NAI-GONG et al., 1987) e 

3β-hidroxiesteróide-desidrogenase (GU et al., 1990), bem como a produção de óxido 

nítrico (VRANOVÁ et al., 1999). Assim, a interferência da esteroidegênese ovariana 

pode ser o mecanismo pelo qual o gossipol interfere no ciclo estral. 

O gossipol é também um composto anti-tiroidiano (RIKIHISA; LIN., 1989; LIN 

et al., 1990). As ratas do presente estudo apresentaram redução nos níveis séricos de T4 

livre e um aumento da relação T3/T4. Estudos anteriores com ratos machos (RIKIHISA; 

LIN, 1989) e fêmeas (LIN et al., 1990) mostraram diminuição dos níveis sanguíneos de 

T4 livre e T3 após administração de gossipol-ácido acético. Além disso, a avaliação 

histopatológica das glândulas da tiroide de ratos revelou degeneração e atrofia folicular 

(RIKIHISA; LIN, 1989), mas nenhuma alteração histológica foi observada na glândula 

tireoide em nosso estudo. Níveis reduzidos de T3 também foram observados em 

coelhos, mas esta redução foi revertida quando a dosagem foi interrompida (TAHA et 
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al., 2006). No entanto, outros trabalhos verificaram que a administração de gossipol 

resultou em aumento dos níveis séricos de T3, sem afetar T4, em ratos (TANG; WONG, 

1984) e ovelhas (EL-MOKADEM et al., 2012). As células tireotróficas da glândula 

pituitária, que são especializadas em síntese e secreção do TSH, apresentaram 

hipertrofia, hiperplasia e degranulação após a administração de acetato de gossipol em 

ratos (UDOH et al., 1992). Este achado difere dos nossos resultados, que indicam que 

os níveis de TSH não foram afetados pelo tratamento gossipol. Embora estes resultados 

sejam conflitantes, há um consenso geral de que o gossipol interfira no metabolismo da 

glândula tireoide, mas o mecanismo é incerto. 

O tratamento com gossipol foi também responsável por uma redução 

significativa no número de folículos normais e um aumento significativo do número de 

folículos atrésicos em todas as fases de desenvolvimento. Em média, os ovários das 

ratas do grupo controle apresentaram 82,2% de folículos normais e 17,8% folículos 

atrésicos, enquanto que as ratas tratadas com gossipol tiveram 36,6% de folículos 

normais e 63,4% folículos atrésicos. Em decorrência do tratamento com gossipol, todos 

os tipos de células foliculares normais foram reduzidos em cerca de um terço e os tipos 

de células atrésicas foram aumentados em cerca de três vezes. No mesmo sentido, o 

peso ovariano foi reduzido em ratas tratadas com 5 ou 10 mg de gossipol/kg/dia por via 

subcutânea durante 20 dias (GU; ANDERSON., 1985). Por outro lado, não foram 

encontradas lesões patológicas nos ovários de ratas tratadas com 40 ou 60 mg/kg de 

gossipol-ácido acético por 30 dias (BENDER et al., 1988). No entanto, em ambos os 

estudos (GU; ANDERSON., 1985; BENDER et al., 1988), os folículos ovarianos não 

foram classificados nem contados. Assim, a classificação e a contagem de folículos 

ovarianos usados em nosso estudo podem ser uma ferramenta útil para o estudo de 

compostos que potencialmente afetem a gametogênese feminina. 

Em fêmeas mamíferas, o número de folículos primordiais do ovário é fixado no 

momento do nascimento. Os folículos primordiais desenvolvem-se em folículos 

primários, secundários e antrais em um processo contínuo e irreversível. O dano aos 

folículos primários, secundários e antrais pode levar à infertilidade temporária, quando 

os folículos primordiais não forem afetados. Por outro lado, a lesão dos folículos 

primordiais pode resultar em infertilidade permanente devido a eventual depleção do 

conjunto destes folículos (HIRSHFIELD, 1997). Portanto, é possível especular que a 

exposição ao gossipol possa reduzir a reserva de folículos nos ovários, prejudicando a 

fertilidade feminina. No entanto, o gossipol não parece ser uma droga potente para 
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promover a castração química de fêmeas devido a sua toxicidade, que no nosso estudo 

foi evidenciada pela perda de peso corporal. 

Em um experimento in vitro com células da granulosa de suínos, foi observado 

que o gossipol inibiu a atividade esteroidogênica e o estado redox e estimulou a 

produção do fator de crescimento endotelial vascular (BASINI et al., 2009). Além disso, 

o gossipol apresentou atividade citotóxica e apoptótica em linhagens celulares de 

carcinoma de ovário (ATMACA et al., 2009; WANG et al., 2013). Devido ao aumento 

da atresia folicular, a foliculogênese pode ser severamente afetada pela ação deste 

composto, reduzindo drasticamente a taxa de concepção das fêmeas expostas. Na 

verdade, as ratas que receberam 20 mg/kg/dia de gossipol-ácido acético durante 60 dias 

apresentaram prolongamento do tempo para o acasalamento, uma taxa reduzida de 

prenhez e de embriões viáveis quando comparados com os controles (LAGERLÖF; 

TONE, 1985). Além disso, é provável que as fêmeas expostas terão senescência 

reprodutiva precoce. 

Uma observação interessante feita na necropsia foi a ocorrência de hidrometra 

em cinco ratas do grupo tratado com gossipol e uma rata do grupo controle. Alta 

incidência de infertilidade e atrofia do útero foi observada em mulheres expostas ao 

gossipol através da ingestão de óleo de algodão na China (ALEXANDER et al., 2008). 

Assim, o aumento da frequência de hidrometra deve ser um dos efeitos do gossipol, o 

que provavelmente contribuiu para a infertilidade das fêmeas expostas através da 

ingestão de sementes de algodão. 

 

2.6 CONCLUSÕES 

 

O tratamento com gossipol foi responsável por interferência no ciclo estral de 

ratas. Esta interferência ocorreu em decorrência da redução do número de folículos 

viáveis, bem como as alterações hormonais, que podem afetar negativamente a 

reprodução feminina. Os resultados do presente estudo mostram a relevância da 

classificação e quantificação dos folículos ovarianos associadas à determinação do ciclo 

estral para a avaliação da toxicidade reprodutiva nas fêmeas, especialmente em estudos 

que visem determinar os efeitos de substâncias tóxicas sobre o metabolismo dos 

ovários. 
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3 CAPÍTULO 3 – ESTUDO COMPARATIVO IN VITRO DA AÇÃO DO 

GOSSIPOL SOBRE FOLÍCULOS OVARIANOS DE ROEDORES E GALINHAS 

 

 

Estudo comparativo in vitro da ação do gossipol sobre folículos ovarianos de 

roedores e galinhas 

 

3.1 RESUMO 

 

RESUMO: O gossipol interfere na reprodução, causando danos aos 
espermatozoides, prolongando as fases do ciclo estral e promovendo letalidade 
embrionária. Galinhas expostas a este composto apresentam redução na produção 
dos ovos. Em ratas, foi verificado que a administração do gossipol promove 
degeneração dos folículos ovarianos, mas não se sabe se esse efeito é direto ou 
indireto. Desta forma, o objetivo deste trabalho é determinar se há interferência do 
gossipol sobre a foliculogênese in vitro em ratas, camundongas e galinhas. Foram 
obtidos 32 ovários de ratas e camundongas e quatro de galinhas. Os ovários das ratas 
e de camundongas, e fragmentos dos ovários de galinhas foram cultivadas em placas 
de 24 poços de cultura de células contendo 1 ml de meio de cultura (meio α-MEM 
suplementado com 2,0 mM de glutamina, 2,0 mM de hipoxantina, 1,25 mg/ml de 
albumina sérica bovina e 50 ug/mL de ácido ascórbico). Foram testadas quatro 
concentrações de gossipol: 0 (controle), 5, 10 e 20 ug/mL. Todas as placas foram 
incubadas a 39 °C e 5% de CO2 durante 24 horas e sete dias. Após a incubação, os 
ovários foram fixados e processados para análise histológica. Os folículos foram 
classificados de acordo com o estágio de desenvolvimento e como viáveis ou 
atrésicos. Foi verificado que todas as concentrações de gossipol aumentaram as 
proporções de folículos atrésicos em todas as fases do desenvolvimento de ambas 
espécies, sendo proporcionalmente mais intensa no ovários das galinhas do que em 
ratas e camundongas. Assim, o gossipol pode afetar diretamente a maturação 
folicular, interferindo na fertilidade feminina. No presente estudo o melhor modelo 
experimental para a avaliação in vitro dos efeitos tóxicos do gossipol sobre os 
folículos ovarianos revelou ser com ovários de galinhas. 
 
Palavras chave: foliculogênese, infertilidade, ovários. 
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3.2 INTRODUÇÃO  
 
 

O gossipol é um composto polifenólico produzido pelas glândulas de pigmento 

presentes nas raízes, caules, folhas, sementes e botões florais do algodão (Gossypium 

spp). Esta planta é largamente cultivada para produção da fibra, empregada pela 

indústria têxtil, e do óleo, utilizado como alimento e biocombustível. Após a extração 

destes produtos, são obtidos os subprodutos caroço, farelo e torta de algodão. Estes 

subprodutos são muito utilizados para alimentação animal, principalmente animais de 

produção, pois são altamente nutritivos e possuem baixo custo (GADELHA et al., 

2014a). 

A toxicidade deste composto para a reprodução dos machos foi descrita por 

diversos autores (CHENOWETH et al., 2004; EL-SHARAKY et al., 2010; GADELHA 

et al., 2014a). A infertilidade ocorre por meio da inibição da motilidade dos 

espermatozoides, diminuição da concentração espermática, indução de lesão 

mitocondrial específica na cauda do espermatozoide e danos ao epitélio germinativo 

(RANDEL et al., 1992). Contudo, tais efeitos são reversíveis quando a ingestão do 

gossipol é cessada (HASSAN et al., 2004). 

Ao contrário do que ocorre com machos, a toxicidade reprodutiva do gossipol 

para as fêmeas foi pouco estudada. Neste sentido, foi verificado que fêmeas expostas a 

este composto podem apresentar interferência no ciclo estral de roedores (LIN et al., 

1985; ADEYEMO; LONGE, 2007; GADELHA et al., 2014b), na função das células da 

granulosa em suínos (BASINI et al., 2009), na gestação e no desenvolvimento 

embrionário inicial (RANDEL et al., 1992, 1996; GADELHA et al., 2011, 2014a,b). 

Além disso, os ovários de novilhas alimentadas com o farelo de algodão tiveram menor 

número de folículos grandes (> 5 mm) do que as novilhas que consumiram farelo de 

soja (RANDEL et al., 1996). Ratas tratadas com gossipol apresentaram uma redução 

significativa no número de folículos normais e um aumento significante do número de 

folículos atrésicos em todas as fases de desenvolvimento. Em média, os ovários das 

ratas do grupo controle apresentaram 83,3% de folículos normais e 16,7% folículos 

atrésicos, enquanto que as ratas tratadas com gossipol tiveram 36,6% de folículos 

normais e 63,4% folículos atrésicos (GADELHA et al., 2014b). É provável que o 

gossipol possa afetar diretamente os folículos ovarianos, mas esta hipótese ainda não foi 

confirmada experimentalmente. 
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Em galinhas poedeiras alimentadas com farelo de algodão, o gossipol residual 

foi responsável por redução na produção (REID et al., 1987; FITZSIMMONS et al., 

1989; PANIGRAHI et al., 1989) e peso dos ovos (PANIGRAHI et al., 1989), além de 

promover alteração na coloração da gema e/ou clara (LORDELO et al., 2007; 

PANIGRAHI et al., 1989; PANIGRAHI; HAMMONDS, 1990; PANIGRAHI, 1992; 

PANIGRAHI; PLUMB, 1996). A completa interrupção da postura também foi descrita 

(FITZSIMMONS et al., 1989). No entanto, nenhum trabalho até o momento determinou 

se o gossipol afeta os folículos ovarianos das galinhas. 

Desta forma, o presente estudo teve como objetivo determinar se o gossipol 

interfere nos folículos ovarianos in vitro de ratas, camundongas e galinhas, por meio da 

classificação e quantificação de folículos, observar efeito dose-resposta e comparar os 

resultados entre as espécies em estudo. 

 

3.3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.3.1 Animais 

 

Foram utilizadas 16 ratas Wistar adultas e 16 camundongas da linhagem Balb-C 

adultas, oriundas do biotério da Universidade Estadual do Rio Grande do Norte 

(UERN), Mossoró, RN. Durante todo o período do estudo, as ratas foram alojadas em 

gaiolas de plástico sob condições ambientais controladas com um ciclo de luz/escuro de 

12 horas e temperatura de 24±3 °C. A alimentação foi feita com ração específica para as 

ratas (Labina, Purina, São Lourenço da Mata, PE, Brasil) e camundongas (Nuvilab CR1, 

Sogorb, São Paulo, SP, Brasil), e a água foi oferecida ad libitum.  

Também foram utilizadas quatro galinhas da raça Bantan (galinhas exóticas 

pequenas), oriundas de uma criação caipira em Limoeiro do Norte, CE. Os animais 

eram criados soltos e a alimentação era suplementada com farelo de milho.  

As ratas e as camundongas foram anestesiadas (35 mg/kg de xilazina e 70 mg/kg 

cetamina) e posteriormente sacrificadas por exsanguinamento, enquanto as galinhas 

foram sacrificadas por deslocamento cervical. Foram obtidos 32 ovários de ratas e de 

camundongas, e quatro de galinhas, que foram isolados com o auxílio de instrumentos 

cirúrgicos em condições assépticas. Após a coleta, os ovários foram lavados em álcool 

70% e, em seguida, duas vezes em α-MEM Meio Essencial Mínimo alfa acrescido de 

antibióticos (100 µg/mL de penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina). 
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3.3.2 Cultivo dos ovários 

 

Os ovários coletados das ratas e camundongas, foram cultivados em placas de 24 

poços de cultivo de células contendo 1,0 mL de meio de cultivo (meio α-MEM, 

suplementado com glutamina 2,0 mM, 2,0 mM de hipoxantina, 1,25 mg/mL de 

albumina de soro bovino-BSA e 50 µg/mL de ascórbico ácido). Foram testados em 

quatro concentrações de gossipol: 0 (controle), 5, 10 e 20 µg/mL. Todas as placas foram 

incubadas a 39°C e 5% de CO2 (Panasonic CO2 Incubator MCO-18AC) durante 24 

horas e durante sete dias. O meio de cultivo foi renovado a cada 2 dias. Após a 

incubação, os ovários foram fixados em Carnoy (60% de etanol, 30% de clorofórmio e 

10% de ácido acético glacial) por 12 horas, em seguida em álcool 70%  e processados 

para análise histológica após coloração por hematoxilina e eosina. Os folículos 

ovarianos foram classificados de acordo com o estágio de desenvolvimento como 

primordial, transição, primário, secundário ou antral. Os folículos também foram 

classificados como viáveis ou atrésicos. Os folículos viáveis apresentaram um formato 

regular e células da granulosa organizadas, sem sinais de atresia. Os folículos atrésicos 

foram caracterizados por oócitos retraídos, núcleo picnótico, membrana basal 

interrompida e células da granulosa desorganizadas. 

Os ovários das galinhas foram fragmentados com auxílio de instrumentos 

cirúrgicos e lâminas de bisturi estéreis. Um fragmento de ovário foi fixado em solução 

de Carnoy durante 12 horas (para controle in situ) para análise histológica. Os outros 

fragmentos foram cultivados da mesma forma aos ovários das ratas. 

 

3.3.3 Análise estatística 

 

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente utilizado o software R 

(versão 3.0.3) (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2009). As frequências de folículos 

viáveis e atrésicos totais e de cada tipo de folículo foram comparadas utilizando o teste 

exato de Fisher. O nível de significância foi estabelecido como P < 0,05. 
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3.4 RESULTADOS 

 

3.4.1 Ratas  

 

As proporções das diferentes classes de folículos ovarianos de ratas cultivados 

na ausência (controle) e em diferentes concentrações de gossipol (5, 10 e 20 µg/ml) por 

24 horas e sete dias estão apresentados nas Tabelas 1 e 2, respectivamente. A frequência 

de folículos ovarianos atrésicos totais foi significantemente (P < 0,05) maior nos 

tratamentos com gossipol do que no grupo controle, tanto no cultivo por 24 horas 

quanto por sete dias. Em média, os fragmentos ovarianos do grupo controle 

apresentaram 57,6% de folículos viáveis e 42,4% de folículos atrésicos, enquanto que os 

fragmentos ovarianos submetidos ao gossipol nas concentrações de 5, 10 e 20 µg/mL 

por 24 horas obtiveram 62,9%; 78,1% e 75,2% de folículos atrésicos, respectivamente. 

Esta quantidade aumentou para 76,9%; 77,6% e 79,4% de folículos atrésicos quando 

cultivados com gossipol nas mesmas concentrações por sete dias, sendo 40,5% no grupo 

controle. O número de folículos ovarianos primordiais foi insuficiente para a realização 

da análise estatística. Nos demais tipos de folículos ovarianos, a maior frequência de 

folículos atrésicos e consequente menor frequência de folículos viáveis apresentaram 

diferença estatisticamente significante (P < 0,05) nos dois tempos de incubação, exceto 

os folículos primários após incubação por 24 horas. 
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Tabela 1: Frequências (em %) de folículos ovarianos em ovários de ratas cultivados 
com diferentes concentrações de gossipol (0, 5, 10 e 20 µg/ml) por 24 horas. 

Folículos Gossipol (em µg/ml) P a 

0 5 10 20 
Primordiais 

viáveis 
atrésicos 

 
33,3 (1/3) 
66,6 (2/3) 

 
81,8 (9/11) 
17,2 (2/11) 

 
0 
0 

 
25 (4/16) 
75 (12/16) 

 
n.d. 

Transição  
viáveis 

atrésicos 

 
68,4 (13/19) 
31,6 (6/19) 

 
77,8 (14/18) 
22,2 (4/18) 

 
25 (2/8) 
75 (6/8) 

 
22,7 (5/22) 
77,3 (17/22) 

 
<0,001 

Primários  
viáveis 

atrésicos 

 
85,7 (24/28) 
14,3 (4/28) 

 
55,2 (16/29) 
44,8 (13/29) 

 
50 (15/30) 
50 (15/30) 

 
45,5 (15/33) 
54,5 (18/33) 

 
n.s. 

Secundários 
viáveis 

atrésicos 

 
48,5 (33/68) 
51,5 (35/68) 

 
28,1 (18/64) 
71,9 (46/64) 

 
19,1 (18/94) 
80,9 (76/94) 

 
24,6 (15/61) 
75,4 (46/61) 

 
<0,001 

Antrais 
viáveis 

atrésicos 

 
35,7 (5/14) 
64,3 (9/14) 

 
11,1 (5/45) 
88,9 (40/45) 

 
0 

100 (28/28) 

 
3,4 (1/29) 

96,6 (28/29) 

 
<0,01 

Total 
viáveis 

atrésicos 

 
57,6 (76/132) 
42,4 (56/132) 

 
37,1 (62/167) 

62,9 
(105/167) 

 
21,9 (35/160) 

78,1 
(125/160) 

 
24,8 (40/161) 

75,2 
(121/161) 

 
<0,0001 

a Teste Exato de Fisher; n.d.: não determinado; n.s.: não significante (P > 0,05) 
 
 
Tabela 2: Frequências (em %) de folículos ovarianos em ovários de ratas cultivados 
com diferentes concentrações de gossipol (0, 5, 10 e 20 µg/ml) por sete dias. 

Folículos Gossipol (em µg/ml) P a 
0 5 10 20 

Primordiais 
viáveis 

atrésicos 

 
0 
0 

 
0 
0 

 
30 (3/10) 
70 (7/10) 

 
0 

100 (1/1) 

 
n.d. 

Transição  
viáveis 

atrésicos 

 
95,2 (20/21) 
4,8 (1/21) 

 
38,1 (8/21) 
61,9 (13/21) 

 
38,5 (10/26) 
61,5 (16/26) 

 
25 (6/24) 
75 (18/24) 

 
<0,0001 

Primários  
viáveis 

atrésicos 

 
85,2 (23/27) 
14,8 (4/27) 

 
53,3 (16/30) 
46,7 (14/30) 

 
44,4 (16/36) 
55,6 (20/36) 

 
36,6 (15/41) 
63,4 (26/41) 

 
<0,001 

Secundários 
viáveis 

atrésicos 

 
43,3 (26/60) 
56,7 (34/60) 

 
14,8 (12/81) 
85,2 (69/81) 

 
10 (5/50) 
90 (50/90) 

 
17,1 (12/70) 
82,9 (58/70) 

 
<0,0001 

Antrais 
viáveis 

atrésicos 

 
23,1 (3/13) 
76,9 (10/13) 

 
3,6 (1/28) 

94,4 (27/28) 

 
0 

100 (30/30) 

 
0 

100 (24/24) 

 
<0,01 

Total 
viáveis 

atrésicos 

 
59,5 (72/121) 
40,5 (49/121) 

 
23,1 (37/160) 

76,9 
(123/160) 

 
22,4 (34/152) 

77,6 
(118/152) 

 
20,6 (22/160) 

79,4 
(127/160) 

 
<0,0001 

a Teste Exato de Fisher; n.d.: não determinado 
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3.4.2 Camundongas  

 

Os folículos ovarianos de camundongas cultivados nas diferentes concentrações 

de gossipol (0, 5, 10 e 20 µg/ml) por 24 horas e sete dias estão apresentados nas Tabelas 

3 e 4, respectivamente.  

Os folículos classificados como viáveis e atrésicos apresentaram diferença 

significante (P < 0,05) na percentagem total, sendo maior o número de atrésicos do que 

nos tratamentos com gossipol, tanto no cultivo por 24 horas quanto por sete dias. A 

amostra de folículos ovarianos primordiais foi insuficiente para a realizada da análise 

estatística, e a de antrais não foi significante no cultivo por 24 horas. A taxa de folículos 

atrésicos totais foi maior conforme o aumento na concentração de gossipol. 

 

Tabela 3: Populações (em %) de folículos ovarianos em fragmentos de ovários murinos 
cultivados com diferentes concentrações de gossipol (0, 5, 10 e 20 µg/ml) por 24 horas. 

Folículos Gossipol (em µg/ml) P a 

0 5 10 20 
Primordiais 

viáveis 
atrésicos 

 
100 (3/3) 

0 

 
0 
0 

 
0 
0 

 
100 (7/7) 

0 

 
n.d. 

Transição 
viáveis 

atrésicos 

 
82,4 (28/34) 
17,6 (6/34) 

 
26,1 (6/23) 
73,9 (17/23) 

 
13,9 (5/36) 
86,1 (31/36) 

 
18,9 (7/37) 
81,1 (30/37) 

 
<0,0001 

Primários 
viáveis 

atrésicos 

 
52,6 (10/19) 
47,4 (9/19) 

 
24,3 (9/37) 
75,7 (28/37) 

 
15,2 (5/33) 
84,8 (28/33) 

 
37,5 (9/24) 
62,5 (15/24) 

 
0,02457 

Secundários 
viáveis 

atrésicos 

 
52,9 (27/51) 
47,1 (24/51) 

 
35,3 (18/51) 
64,7 (33/51) 

 
25,0 (12/48) 
75,0 (36/48) 

 
14,6 (6/41) 
85,4 (35/41) 

 
0,000729 

Antrais 
viáveis 

atrésicos 

 
76,9 (10/13) 
23,1 (3/13) 

 
88,9 (8/9) 
11,1 (1/9) 

 
66,7 (2/3) 
33,3 (1/3) 

 
45,5 (5/11) 
54,5 (6/11) 

 
n.s. 

Total 
viáveis 

atrésicos 

 
65,0 (78/120) 
35,0 (42/120) 

 
34,2 

(41/120) 
65,8 

(79/120) 

 
20,0 

(24/120) 
80,0 

(96/120) 

 
28,3 (34/120) 
71,7 (86/120) 

 
<0,0001 

a Teste Exato de Fisher; n.d.: não determinado; n.s.: não significante (P<0,05) 
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Os percentuais de folículos ovarianos viáveis e atrésicos cultivadas por sete dias 

evidenciaram diferença significante (P < 0,05) nos folículos de transição e primários 

(Tabela 4). A quantidade de folículos viáveis foi maior do que de folículos atrésicos 

após cultivo sem gossipol (86%), enquanto os ovários cultivados com gossipol 

apresentaram predomínio de folículos atrésicos em todas as concentrações dos folículos 

de transição (88,9%, 81,3% e 70,4%). Também foi observado que os folículos viáveis 

após o cultivo sem gossipol eram maioria em relação aos folículos atrésicos nos ovários 

cultivados com gossipol. 

 

Tabela 4: Populações (em %) de folículos ovarianos em fragmentos de ovários murinos 
cultivados com diferentes concentrações de gossipol (0, 5, 10 e 20 µg/ml) por 7 dias. 

Folículos Gossipol (em µg/ml) P a 

 0 5 10 20  
Primordiais 

viáveis 
atrésicos 

 
66,7 (4/6) 
33,3 (2/6) 

 
100 (2/2) 

0 

 
0 

100 (1/1) 

 
0 
0 

 
n.d. 

Transição 
viáveis 

atrésicos 

 
86,0 (37/43) 
14,0 (6/43) 

 
11,1 (3/27) 
88,9 (24/27) 

 
18,8 (9/48) 
81,3 (39/48) 

 
29,6 (16/54) 
70,4 (38/54) 

 
<0,0001 

Primários 
viáveis 

atrésicos 

 
76,0 (19/25) 
24,0 (6/25) 

 
59,5 (25/42) 
40,5 (17/42) 

 
66,7 (16/24) 
33,3 (8/24) 

 
10,0 (2/20) 
90,0 (18/20) 

 
<0,0001 

Secundários 
viáveis 

atrésicos 

 
32,6 (14/43) 
67,4 (29/43) 

 
12,8 (6/47) 
87,2 (41/47) 

 
20,9 (9/43) 
79,1 (34/43) 

 
15,6 (7/45) 
84,4 (38/45) 

 
n.s. 

Antrais 
viáveis 

atrésicos 

 
33,3 (1/3) 
66,7 (2/3) 

 
50,0 (1/2) 
50,0 (1/2) 

 
25,0 (1/4) 
75,0 (3/4) 

 
100 (1/1) 

0 

 
n.s. 

Total 
viáveis 

atrésicos 

 
62,5 (75/120) 
37,5 (45/120) 

 
30,8 (37/120) 
69,2 (83/120) 

 
29,2 (35/120) 
70,8 (85/120) 

 
21,7 (26/120) 
78,3 (94/120) 

 
<0,0001 

a Teste Exato de Fisher; n.d.: não determinado; n.s.: não significante (P<0,05) 
 

 

3.4.3 Galinhas 

 

O efeito do tempo de cultivo sobre as populações de folículos ovarianos de 

ovários de galinhas pode ser observado na Tabela 5. O cultivo dos fragmentos dos 

ovários das galinhas por 24 horas e sete dias não apresentaram diferença significante 

nas populações de folículos em comparação aos ovários recém-coletados. 
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Tabela 5: População de folículos ovarianos (em %) em galinhas de ovários cultivados 
por  0, 24 e 168 horas. 

Folículos Horas de cultivo P a 
0 24 168 

Primordial 
normal 

atrésico 

 
66,7 (60/90) 
33,3 (30/90) 

 
71,4 (40/56) 
28,6 (16/56) 

 
65,4 (51/78) 
34,6 (27/78) 

 
n.s. 

Transição  
normal 

atrésico 

 
69,6 (16/23) 
30,4 (7/23) 

 
53,3 (8/15) 
46,7 (7/15) 

 
51,9 (14/27) 
48,1 (13/27) 

 
n.s. 

Primário  
normal 

atrésico 

 
83,3 (10/12) 
16,7 (2/12) 

 
70,0 (7/10) 
30,0 (3/10) 

 
56,3 (9/16) 
43,8 (7/16) 

 
n.s. 

Secundário  
normal 

atrésico 

 
68,2 (15/22) 
31,8 (7/22) 

 
42,9 (3/7) 
57,1 (4/7) 

 
57,1 (8/14) 
42,9 (6/14) 

 
n.s. 

Antral  
normal 

atrésico 

 
69,2 (9/13) 
30,8 (4/13) 

 
78,1 (57/73) 
21,9 (16/73) 

 
84,6 (22/26) 
15,4 (4/26) 

 
n.s. 

Total  
normal 

atrésico 

 
68,8 (110/160) 
31,3 (50/160) 

 
71,4 (115/161) 
28,6 (46/161) 

 
64,6 (104/161) 
35,4 (57/161) 

 
n.s. 

a Teste Exato de Fisher; n.s.: não significante (P > 0,05) 
 
 

Os percentuais de folículos ovarianos viáveis e atrésicos cultivadas por 24 horas 

apresentaram diferença significante (P < 0,05) em todos os tipos de folículos, exceto 

nos folículos secundários (Tabela 6). A percentagem de folículos viáveis foram maiores 

do que de folículos atrésicos após cultivo sem gossipol, enquanto os ovários cultivados 

com gossipol mostraram predomínio de folículos atrésicos. 

Após o cultivo por sete dias, as percentagens de folículos ovarianos viáveis e 

atrésicos apresentaram diferença significante (P < 0,05) em todos os tipos de folículos 

(Tabela 7). Também foi encontrado predomínio de folículos viáveis após o cultivo sem 

gossipol e predominância de folículos atrésicos nos ovários cultivados com gossipol. 
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Tabela 6: População de folículos ovarianos (em %) em galinhas de ovários cultivados 
com diferentes concentrações de gossipol (0, 5, 10, and 20 µg/ml) por 24 horas. 

Folículos Gossipol (em µg/ml) P a 
0 5 10 20 

Primordial 
normal 

atrésico 

 
71,4 (40/56) 
28,6 (16/56) 

 
52,7 (29/55) 
47,3 (26/55) 

 
48,7 (37/76) 
51,3 (39/76) 

 
37,0 (34/54) 
63,0 (34/54) 

 
0,0032 

Transição  
normal 

atrésico 

 
53,3 (8/15) 
46,7 (7/15) 

 
36,7 (11/30) 
63,3 (19/30) 

 
21,1 (8/38) 
78,9 (30/38) 

 
5,1 (2/39) 

94,9 (37/39) 

 
0,0003 

Primário  
normal 

atrésico 

 
70,0 (7/10) 
30,0 (3/10) 

 
26,3 (5/19) 
73,7 (14/19) 

 
27,3 (6/22) 
72,7 (16/22) 

 
0 

100 (4/4) 

 
0,0460 

Secondário  
normal 

atrésico 

 
42,9 (3/7) 
57,1 (4/7) 

 
34,8 (8/23) 
65,2 (15/23) 

 
9,1 (1/11) 

90,9 (10/11) 

 
30,0 (6/20) 
70,0 (14/20) 

 
n.s. 

Antral  
normal 

atrésico 

 
78,1 (57/73) 
21,9 (16/73) 

 
48,5 (16/33) 
51,5 (17/33) 

 
40,0 (8/20) 
60,0 (12/20) 

 
40,4 (23/57) 
59,6 (34/57) 

 
<0,0001 

Total  
normal 

atrésico 

 
71,4 

(115/161) 
28,6 (46/161) 

 
43,1 (69/160) 
56,9 (91/160) 

 
35,9 (60/167) 

64,1 
(107/167) 

 
29,3 (51/174) 

70,7 
(123/174) 

 
<0,0001 

a Teste Exato de Fisher; n.s.: não significante (P > 0,05) 
 

Tabela 7: População de folículos ovarianos (em %) em galinhas de ovários cultivados 
com diferentes concentrações de gossipol (0, 5, 10, and 20 µg/ml) por sete dias. 

Folículos Gossipol (em µg/ml) P a 
0 5 10 20  

Primordial 
normal 

atrésico 

 
65,4 (51/78) 
34,6 (27/78) 

 
44,6 (33/74) 
55,4 (41/74) 

 
33,3 (27/81) 
66,7 (54/81) 

 
29,8 (25/84) 
70,2 (59/84) 

 
<0,000

1 
Transição  

normal 
atrésico 

 
51,9 (14/27) 
48,1 (13/27) 

 
30,0 (6/20) 
70,0 (14/20) 

 
20,6 (7/34) 
79,4 (27/34) 

 
10,0 (2/20) 
90,0 (18/20) 

 
0,0106 

Primário  
normal 

atrésico 

 
56,3 (9/16) 
43,8 (7/16) 

 
23,1 (3/13) 
76,9 (10/13) 

 
31,3 (5/16) 
68,8 (11/16) 

 
0 

100 (8/8) 

 
0,0335 

Secondário  
normal 

atrésico 

 
57,1 (8/14) 
42,9 (6/14) 

 
10,5 (2/19) 
89,5 (17/19) 

 
0 

100 (9/9) 

 
7,4 (2/27) 

92,6 (25/27) 

 
0,0006 

Antral  
normal 

atrésico 

 
84,6 (22/26) 
15,4 (4/26) 

 
0 

100 (38/38) 

 
24,1 (7/29) 
75,9 (22/29) 

 
0 

100 (36/36) 

 
<0,000

1 
Total  

normal 
 

64,6 
 

26,8 (44/164) 
 

27,2 (46/169) 
 

16,6 (29/175) 
 

<0,000
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atrésico (104/161) 
35,4 (57/161) 

73,2 
(120/164) 

72,8 
(123/169) 

83,4 
(146/175) 

1 

a Teste Exato de Fisher 
 
3.5 DISCUSSÃO  
 
 

Alguns trabalhos relataram que ratas apresentando ciclos estrais normais e 

tratadas com gossipol ácido-acético passaram a exibir aumento das irregularidades dos 

ciclos estrais, com diminuição do período de estro e prolongamento do diestro (GU; 

ANDERSON, 1985; LAGERLOFF; TONE, 1985; LIN et al., 1985a; BENDER et al., 

1988; GADELHA et al., 2014b). Foi verificado, em roedores, que o tratamento com 

gossipol interrompa o padrão normal do ciclos estrais por meio do efeito sobre a 

secreção hormonal da hipófise e ovários  (WU et al., 1981; RANDEL et al., 1992). No 

estudo de Gadelha et al. (2014b) verificou-se que o gossipol administrado por via 

subcutânea na dose de 25 mg/kg/dia, foi responsável pela significativa redução  dos 

níveis séricos T4 e progesterona e um aumento significativo da relação T3/T4, porém 

não foram afetados os níveis séricos de T3, TSH, LH e estradiol.  

Vários estudos mostraram que as galinhas poedeiras alimentadas com farelo de 

algodão podem apresentar efeitos adversos devido ao gossipol. Assim, diversos estudos 

demonstraram a produção de ovos reduzida após exposição ao gossipol, em alimentos 

contendo níveis dessa substância livre variáveis, tais como 101,5 mg/kg (REID et al., 

1987), 126 mg/kg (FITZSIMMONS et al., 1989), 130 mg/kg (PANIGRAHI et al., 

1989), 200 mg/kg (NARAIN et al., 1957) e 400 mg/kg (WALDEOUP; GOODNER, 

1973). A cessação completa da produção de ovos foi observada em galinhas 

alimentadas com ração contendo 1.008 mg/kg (FITZSIMMONS et al., 1989) e 1.500 

mg/kg (NARAIN et al., 1957). O peso do ovo foi reduzido pelo consumo de ração 

contendo níveis de gossipol livre de 255 mg/kg (PANIGRAHI et al., 1989) e 400 mg/kg 

(NARAIN et al, 1957; WALDEOUP GOODNER, 1973). Outro efeito adverso da 

exposição ao gossipol é a alteração da coloração da gema e clara dos ovos (REID et al, 

1984; PANIGRAHI et al, 1989; PANIGRAHI; HAMMONDS, 1990; PANIGRAHI, 

1992; PANIGRAHI; PLUMB, 1996; LORDELO et al., 2007). 

Os efeitos da atividade sobre a produção e qualidade dos ovos podem ocorrer 

devido a danos causados aos ovários promovidos pelo gossipol. No entanto, não há 

estudos anteriores a este trabalho em espécies aviárias. Em ratos, o peso dos ovários foi 

diminuída após a administração de 5 ou 10 mg de gossipol/kg/dia por via subcutânea 
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durante 20 dias (GU; ANDERSON, 1985). Os ratos que receberam doses de 25 mg de 

gossipol/kg/dia por via subcutânea, durante 15 dias, apresentaram redução no número 

de folículos ovarianos normais e aumento do número de folículos atrésicos, em todos os 

estágios de desenvolvimento (GADELHA et al., 2014). O tratamento de ratas com 

gossipol (25 mg/kg/dia) foi responsável por uma redução do número de folículos 

ovarianos normais e um aumento no número de folículos atrésicos, em todas as fases de 

desenvolvimento. Em média, os ovários de ratas do grupo controle apresentaram 83,3% 

de folículos normais e 16,7% de folículos atrésicos, enquanto as ratas tratadas com 

gossipol tiveram taxas de incidência de folículos normais e atrésicos de 36,6% e 63,4%, 

respectivamente (GADELHA et al., 2014b). Em células da granulosa de suínas 

cultivadas em meio ao gossipol, ocorreu inibição da atividade esteroidogênica e do 

estado redox e estimulou a produção do fator de crescimento endotelial vascular 

(BASINI et al., 2009). Além disto, o gossipol foi responsável pela atividade citotóxica e 

apoptóticas em linhas de células de carcinoma de ovário (ATMACA et al, 2009; 

WANG et al., 2013). 

No presente estudo, foi observado que os ovários de ratas, camundongas e 

galinhas cultivados com gossipol, em todas as concentrações, apresentaram aumento na 

proporção de folículos ovarianos atrésicos, e consequente redução na proporção de 

folículos viáveis, em todas as fases de desenvolvimento folicular. Deste modo, podemos 

afirmar que o gossipol promove danos diretamente aos folículos ovarianos de roedores e 

galinhas, resultando em aumento na proporção de folículos atrésicos. Os danos aos 

folículos primordiais do ovário interferem, permanentemente, na reprodução feminina, 

pois estes folículos se desenvolvem em folículos primários, secundários e antrais, em 

um processo contínuo e não-reversível (HIRSHFIELD, 1997). Assim, é provável que as 

fêmeas expostas ao gossipol possam apresentar senescência reprodutiva precoce após a 

redução da reserva de folículos do ovário. Em comparação ao grupo controle, a 

viabilidade de todos os folículos ovarianos das ratas e das camundongas foi reduzida na 

maior concentração de gossipol (20 µg/mL) após cultivo por 24 horas em 56,9% e 

56,5%, respectivamente, e após 7 dias em 65,4% e 65,3%, respectivamente. Nas 

galinhas, as respectivas reduções foram de 59,0% e 74,3%. Assim, a comparação entre 

as espécies evidencia que a redução na viabilidade folicular foi proporcionalmente mais 

intensa no ovários das galinhas do que das ratas e camundongas. Deste modo, no 

presente estudo o melhor modelo experimental para a avaliação in vitro dos efeitos 

tóxicos do gossipol sobre os folículos ovarianos revelou ser com ovários de galinhas. 
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3.6 CONCLUSÕES 
 
 

Foi verificado que todas as concentrações de gossipol testadas aumentaram as 

proporções de folículos atrésicos em todas as fases do desenvolvimento de todas as 

espécies tratadas, sendo proporcionalmente mais intensa no ovários das galinhas do que 

das ratas e camundongas. Assim, o gossipol pode afetar diretamente a maturação 

folicular, interferindo na fertilidade feminina. No presente estudo o melhor modelo 

experimental para a avaliação in vitro dos efeitos tóxicos do gossipol sobre os folículos 

ovarianos revelou ser com ovários de galinhas. 
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4 CAPÍTULO 4 - DETERMINAÇÃO DOS EFEITOS DO GOSSIPOL  SOBRE O 

DESENVOLVIMENTO EMBRIONÁRIO PRECOCE DE MURINOS 

 

Determinação dos efeitos do gossipol sobre desenvolvimento embrionário precoce 

de murinos 

 

4.1 RESUMO 
 

 

RESUMO: O gossipol é um pigmento polifenólico que apresenta coloração amarela e 
está presente em plantas pertencentes ao gênero Gossypium. Este pigmento promove 
toxicidade reprodutiva por meio da inibição da resposta gonadal. Alguns trabalhos 
evidenciaram o efeito embriotóxico do gossipol, mas ainda não há um bom modelo 
experimental para estudar este efeito. Portanto, objetivou-se verificar o efeito do 
gossipol sobre o desenvolvimento embrionário de camundongos. Fêmeas nulíparas de 
camundongos Balb-C foram superovuladas, utilizando 5 UI de gonadrotrofina coriônica 
equina (eCG) e, 48 a 52 horas após, com 10 UI de gonadotrofina coriônica humana 
(hCG), ambas administradas intraperitonealmente. Após a administração de hCG, as 
fêmeas foram alocadas com machos na proporção de 1:1. Na manhã seguinte, foi 
realizada a colheita de embriões na fase de 2-8 células. As tubas uterinas foram 
removidas e imersas em meio Human Tubal Fluid modificado (HTFm) com 25mM 
HEPES e 20% soro fetal bovino (SFB). Lavagens sequenciais das tubas foram 
realizadas para remoção dos embriões com o mesmo meio utilizado anteriormente para 
imersão. O líquido perfundido nas tubas foi recolhido em placas de Petri estéreis e 
examinado sob microscopia de luz invertida. Os embriões selecionados foram 
transferidos para novo meio de cultivo HTF sem HEPES suplementado com 10% de 
SFB. Para o cultivo, lotes de 5 a 8 embriões foram recolhidos e depositados em 
microgotas (30 µl) de meio suplementado em placas de 35x10 mm. Os embriões foram 
cultivados em meio sem a adição de gossipol (grupo controle) ou com concentrações de 
5, 10 e 20 µg/ml de gossipol, adicionadas em cada gota. Estas gotas foram imersas em 
óleo mineral e cultivadas em estufa com 5% de CO2 a 37 °C, por 24 horas. Após o 
cultivo, os embriões foram incubados por 15 minutos em gotas de 100 µl com os 
fluoróforos Yellow Lucifer (90 µl) e calceína (5 µl) para a detecção de membranas 
rompidas e de células em processo de morte celular, respectivamente. Após 24 horas, 
todos os 5 (100%) embriões do grupo controle apresentavam-se normais. A degeneração 
foi observada em 4 de 5 (80%) embriões, no tratamento com 5 µg/ml de gossipol; 5 de 6 
(83%) embriões, no grupo 10 µg/ml; e em todos os 8 (100%) embriões do grupo 20 
µg/ml. Nos grupos com adição do gossipol, os embriões corados apresentaram 
blastômeros morfologicamente irregulares e degenerados, característicos do padrão 
necrótico. Concluindo, o cultivo por 24 horas com gossipol, nas concentrações de 5, 10 
e 20 µg/ml, afetou a viabilidade e a sobrevivência de embriões de murinos. Assim, esta 
espécie animal pode ser utilizada como modelo experimental para a avaliação 
experimental da embriotoxicidade do gossipol. 
 
Palavras chave: toxicidade reprodutiva, embriotoxicidade, embrião, infertilidade. 
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4.2 INTRODUÇÃO 
 

A cultura do algodão (Gossypium spp.) visa a geração de fibras para a indústria 

têxtil e de óleo para a alimentação e produção de combustíveis, e seu resíduo é 

largamente utilizado na alimentação de animais de produção. De fato, o algodão é uma 

fonte de proteína de alta qualidade (ALFORD et al., 1996). No entanto, o 

desenvolvimento de produtos de proteína comestível a partir de caroço de algodão é 

limitada pela presença de uma substância tóxica, o gossipol. Este composto polifenólico 

está presente nas glândulas de pigmento de algodão (FORMAN et al., 1991). Seu efeito 

negativo sobre a saúde animal tem sido reconhecido. Os animais não-ruminantes são 

muito mais sensíveis do que os ruminantes, devido à ligação do gossipol livre às 

proteínas solúveis no rúmen (WILLARD et al., 1995). Este fato limitou a utilização dos 

subprodutos desta lavoura na alimentação, principalmente, para aves e suínos 

(ANDRIGUETTO et al., 1988). 

O gossipol pode trazer sérios problemas aos animais como perda de apetite, 

edemas pulmonares, hipertrofia de fígado (MORGAN et al., 1988), necrose muscular 

cardíaca, problemas reprodutivos, como também fragilidade dos eritrócitos (LINDSEY 

et al., 1980). Em alguns casos o acúmulo de gossipol no organismo pode levar o animal 

à morte (HASCHECK et al., 1989). Gamboa et al. (2001) relatam que a intensidade de 

seu efeito tóxico varia de acordo com o nível de consumo, o período de consumo, a 

idade do animal e das condições de estresse desse animal. 

O gossipol também tem mostrado reduzir a fertilidade em ratos e hamsters 

(HAHN et al., 1981) e em touros (ARSHAMI; RUTTLE, 1988). Fornés et al. (1993) 

observaram que a adição de gossipol livre acarretou, in vitro, a perda da motilidade 

espermática de ratos por alteração na membrana celular dos espermatozóides. Outros 

estudos relatam que o gossipol interfere no ciclo estral de fêmeas roedoras 

(ADEYEMO; LONGE, 2007) e em células da granulosa de suínas (BASINI et al., 

2009). Alguns estudos têm demonstrado que o gossipol afeta in vitro e in vivo a 

qualidade e o desenvolvimento embrionário (RANDEL et al., 1996; BROCAS et al., 

1997; SANTOS et al., 2003; VILLASENOR et al., 2003). Portanto, este composto 

possui propriedades contraceptivas em fêmeas (LIN et al.,1985; ANDREAZZI et al., 

1998), pois novilhas alimentadas com gossipol possuiam menos blastômeros e o tempo 

de desenvolvimento destes era mais prolongado. No entanto, ainda não há um bom 

modelo experimental para estudar o efeito embriotóxico do gossipol. Desta forma, o 
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objetivo deste estudo foi estabelecer se há interferência no desenvolvimento de 

embriões de camundongos cultivados in vitro pela exposição ao gossipol, avaliando a 

integridade celular e a viabilidade dos embriões. 

 

 

4.3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

  4.3.1 Obtenção de embriões de camundongas 

 

Para a obtenção de embriões foram utilizadas 12 camundongas, da linhagem 

Balb-C, provenientes do Biotério da UFERSA. Durante todo o período experimental, os 

animais foram mantidos no mesmo Biotério, com água e ração própria (Labina, Purina, 

São Lourenço da Mata, PE, Brasil) fornecidos ad libitum, com ciclos de luz/escuro a 

cada 12 horas e temperatura média de 26°C. 

O procedimento experimental seguiu as normas éticas para experimentação 

animal preconizadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA) e foi 

aprovado pelo Comissão de Ética no Uso de Animais da UFERSA (processo nº 

23091.000690/2012-72). 

Para otimizar a coleta dos embriões e obtenção em número e estágio  adequados, 

fêmeas nulíparas foram superovuladas, utilizando-se o seguinte protocolo: 

1) 5 UI de gonadrotrofina coriônica equina (PMSG - pregnant mare serum 

gonadotropin, Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA), administrada 

intraperitonealmente; 

2) 48 a 52 horas após, 10UI de gonadotrofina coriônica humana (hCG, Pregnyl-

Organon do Brasil, SP, BR), também administrada por via intraperitoneal; 

3) alojamento das fêmeas nas gaiolas dos machos na proporção de 1:1, 

imediatamente após a administração de hCG, para pernoite. 

Na manhã seguinte, as fêmeas foram examinadas para conferir a presença de um 

tampão vaginal mucoso e realizada a colpocitologia vaginal. As fêmeas que 

apresentaram esta estrutura ou espermatozoides foram consideradas prenhes e no dia 0 

da gestação. 

No dia 2 pós-hCG, as fêmeas prenhes foram anestesiadas por administração 

intraperitonial de xilazina (5 mg/kg) e cetamina (60 mg/kg) para a colheita de embriões 

nas fases de 2-8 células. Este procedimento envolve laparotomia, remoção das tubas e 
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imersão destas em meio (HTFm) Human Tubal Fluid modificado com 25mM HEPES 

(Irvine Scientific, Santa Ana, Califórnia, EUA) e 20% de soro bovino fetal (SBF, 

Cultilab do Brasil, Campinas, SP, BR). Durante toda a manipulação para a obtenção dos 

embriões, as amostras foram mantidas sobre placa aquecida, a 37 oC, sob a proteção da 

luz e sistema de fluxo de ar filtrado. 

Os embriões foram retirados da tuba por meio de lavagens sequenciais com o 

auxílio de uma seringa de 5 mL acoplada a uma agulha gengival 30G (BD, Curitiva, 

PR) contendo meio de cultura HTF suplementado com SBF e HEPES (conforme 

mencionado anteriormente). Sob microscópio estereoscópico, a seringa foi inserida na 

extremidade distal do oviduto, onde cerca de 1 mL de meio foi suavemente injetado, 

para permitir o arraste de elementos presentes na superfície luminal deste órgão (Figura 

1). O líquido perfundido pelas tubas foi recolhido em placas de Petri de 60x10 mm 

estéreis e examinado sob microscopia de luz invertida, para a seleção e coleta dos 

embriões na fase de 2 a 8 células. Os embriões selecionados quanto ao número de 

blastômeros e qualidade morfológica de suas células, foram transferidos para novo meio 

de cultivo HTF sem HEPES suplementado com 10% de soro fetal bovino. 

 

                        

Figura 1: Lavagens sequenciais das tubas uterinas para coleta dos embriões com 
auxílio de um microscópio estereoscópico. Fonte: arquivo pessoal. 

 

4.3.2 Cultivo de embriões de camundongas 

 

Para o cultivo, lotes de cinco a oito embriões foram recolhidos e depositados em 

microgotas (30 µl) de meio suplementado em placas de 35x10 mm (Figura 2). Cada 

uma destas gotas, por sua vez, foi imersa em óleo mineral (Sigma Chemical Co., Saint 
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Louis, MO, EUA), previamente equilibrado em estufa com atmosfera úmida e 5% de 

CO2 a 37 °C, por 24 horas. 

 

 

Figura 2: Placa 35x10 mm, contendo 4 microgotas de 30 µl, sendo uma controle 
(C - acima), outra contendo 5 µg/mL de gossipol (5 - lado direito), outra 10 µg/mL (10 - 
abaixo) e 20 µg/mL (20 - lado esquerdo). Fonte: arquivo pessoal. 

 

 

4.3.3 Delineamento experimental 

 

Foram utilizados embriões de camundongas obtidos conforme descrito. Os 

grupos experimentais consistiram de lotes de cerca de cinco a oito embriões, recolhidos 

dos cornos uterinos na fase de 2-8 células e imediatamente cultivados em microgotas, 

conforme detalhado no item 4.3.2. No total foram realizados 4 grupos experimentais, 

um grupo controle, em que os embriões foram cultivados em meio suplementado e três 

grupos experimentais, nas quais os embriões foram respectivamente cultivados na 

presença de gossipol nas concentrações de 5, 10 e 20 µg/mL. 

Os embriões foram analisados logo após o processo de obtenção dos embriões para 

a seleção de embriões saudáveis na fase de 2 a 8 células e após 24 horas de cultivo, para 

classificação de seu desenvolvimento. Para esta classificação, foram considerados 

principalmente o número de blastômeros e a morfologia embrionária. Este 

procedimento foi realizado sob estereomicroscópio no aumento final de 40x ou sob 

microscopia de luz invertida com contraste de fase e magnitude da ordem de 200x. 

A presença de células em processo de morte nos embriões de camundongas 

cultivados em decorrência do tratamento com gossipol foi avaliada por técnica 

colorimétrica. Após o cultivo, os embriões foram incubados por 15 minutos em gotas de 

100 µl com os fluoróforos Yellow Lucifer (3mg/mL) e calceína (5 µl) para a detecção de 
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membranas rompidas, e de células em processo de morte celular, respectivamente. Além 

disso, foi utilizado o corante Hoechst 33342 (10µg/mL) para verificar a para evidenciar 

ácidos nucleicos. 

 

4.3.4  Análise estatística 

 

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente utilizado o software R 

(versão 3.0.3) (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011). As frequências de embriões 

viáveis e degenerados foram comparadas utilizando o teste exato de Fisher. O nível de 

significância foi estabelecido como P < 0,05. 

 

4.4 RESULTADOS 

 

Após 24 horas de cultivo, no grupo controle os 5 (100%) embriões apresentaram-se 

normais. Nos grupos expostos ao gossipol, a degeneração foi observada em quatro 

(80%) dos embriões na concentração de 5 µg/mL, em cinco (83%) com 10 µg/mL e em 

todos os oito (100%) embriões com 20 µg/mL. Assim, houve uma evidente relação 

dose-efeito do gossipol na proporção de embriões degenerados (Tabela 1). 

À avaliação morfológica, os embriões do grupo controle incubados e corados 

apresentaram evidência dos padrões dos blastômeros, sendo visualizadas também as 

cromatinas, desta forma, os embriões apresentavam-se normais. Nos grupos em que os 

embriões foram cultivados na presença de gossipol foram observados que os embriões 

sofreram degeneração, apresentando padrões necróticos. Não foram observadas outras 

alterações como relacionadas à apoptose como formação de blebbings, apenas o padrão 

típico de degeneração da organização morfológica e lise celular, condizentes com o 

processo necrótico. 
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Tabela 01: Embriões coletados e analisados após 24 horas de cultivo em meio contendo 
gossipol (5, 10 e 20 µg/mL) e sem gossipol (grupo controle). 
 

Concentração do gossipol 
Embriões 
coletados 

Embriões viáveis 
após cultivo 

0 µg/mL (controle) 5 5 (100%) 

 5 µg/mL 5 1 (20%) 

10 µg/mL 6 1 (16,7%) 

20 µg/mL 8 0 

P < 0,001, Teste Exato de Fisher. 
 

 

4.5 DISCUSSÃO 

 

No presente estudo, os embriões murinos cultivados com gossipol apresentaram 

taxa aumentada de degeneração, em todas as concentrações estudadas. Estes resultados 

estão de acordo com os relatados na literatura. Em ovos embrionados de galinhas, a 

aplicação de 0,25 mg de gossipol aumentou a taxa de mortalidade após 48 e 72 horas, 

mas não após 24 e 96 horas (LI et al., 1989). Em vacas, a exposição ao gossipol reduz a 

taxa de prenhez após a inseminação artificial (SANTOS et al., 2003). A taxa de 

clivagem dos embriões de bovinos foi reduzida pelo cultivo com 10 µg/mL de gossipol 

(BROCAS et al., 1987), enquanto em hamsters a redução desta taxa ocorreu com 

concentrações a partir de 5 µg/mL de gossipol (LIN et al., 1994). Por outro lado, em 

outro estudo também com bovinos, a taxa de clivagem não foi afetada pelo cultivo dos 

embriões com até 10 µg/mL de gossipol (HERNÁNDEZ-CERÓN et al., 2005) e 5 

µg/mL (BROCAS et al., 1987). Em hamsters, a aplicação de 200 µg de gossipol em 

cada corno uterino inibiu o desenvolvimento para a fase de mórulas (LIN et al., 1994). 

A porcentagem de embriões degenerados foi aumentada em embriões de bovinos 

cultivados com 10 µg/mL de gossipol por 96 horas (VILLASEÑOR et al., 2008).  

Em ratas que receberam 20 mg/kg/dia de gossipol-ácido acético durante 60 dias 

apresentaram prolongamento do tempo para o acasalamento, uma taxa reduzida de 

prenhez e de embriões viáveis quando comparados com os animais do grupo controle 

(LAGERLÖF; TONE, 1985). Em camundongos, a administração de 60 e 120 mg/kg/dia 

do sexto ao décimo-terceiro dias de gestação resultou em aumento da taxa de perda pós-
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implantação (LI et al., 1989). Em ratas a administração de 12,5 e 25 mg/kg/dia de 

gossipol nos primeiros oito dias da prenhez resultou em redução do número de 

implantações embrionárias nos úteros (LIN et al., 1985), o que sugere aumento na perda 

embrionária. Da mesma forma, a aplicação de 50 a 500 µg de gossipol em cada corno 

uterino de ratas foi responsável por redução no número de pontos de implantação (LIN 

et al., 1991). Em camundongos, a administração de 50 e 75 mg/kg/dia do primeiro ao 

décimo-quinto dia de gestação resultou em aumento do número de fetos inviáveis e 

redução do peso fetal, mas não foram observadas anormalidades fetais (SEIN; PHIL, 

1986). Vacas leiteiras que consumiram gossipol presente no algodão pima (Gossypium 

barbadense) reduziu o número de blastômeros viáveis e o diâmetro embrionário 

(VILLASEÑOR et al., 2008). Por outro lado, nenhuma alteração no desenvolvimento 

foi observada em embriões de vacas alimentadas com torta de algodão avaliados 6 a 7 

dias após a inseminação artificial (VELASQUEZ-PEREIRA et al., 2002). 

A ação embriotóxica do gossipol observada neste trabalho e nos demais estudos 

deve ser produzida por citotoxidade direta do gossipol. Este efeito citotóxico pode ser 

promovido por meio da geração de espécies reativas do oxigênio, induzindo o estresse 

oxidativo (FORNÉS et al., 1993); interrupção da comunicação intercelular (HERVÉ et 

al., 1996); indução de apoptose (MOON et al., 2008); ou interferência no transporte 

iônico nas membranas, aumentando os níveis de cálcio intracelular (CHENG et al., 

2003). 

 

4.6 CONCLUSÕES  
 

O cultivo de embriões murinos em meio contendo gossipol (5, 10 e 20 µg/ml) afetou 

a viabilidade e a sobrevivência após 24 horas. Assim, esta espécie animal pode ser 

utilizada como modelo experimental para a avaliação experimental da embriotoxicidade 

do gossipol. 
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Gossypol is a phenolic compound produced by pigment glands in cotton stems, leaves, seeds, and flower buds (Gossypium spp.).
Cottonseed meal is a by-product of cotton that is used for animal feeding because it is rich in oil and proteins. However, gossypol
toxicity limits cottonseed use in animal feed. High concentrations of free gossypol may be responsible for acute clinical signs of
gossypol poisoning which include respiratory distress, impaired body weight gain, anorexia, weakness, apathy, and death after
several days. However, the most common toxic effects is the impairment of male and female reproduction. Another important
toxic effect of gossypol is its interference with immune function, reducing an animal’s resistance to infections and impairing the
efficiency of vaccines. Preventive procedures to limit gossypol toxicity involve treatment of the cottonseed product to reduce the
concentration of free gossypol with the most common treatment being exposure to heat. However, free gossypol can be released
from the bound form during digestion. Agronomic selection has produced cotton varieties devoid of glands producing gossypol,
but these varieties are not normally grown because they are less productive and are more vulnerable to attacks by insects.

1. Introduction

Cotton (Gossypium spp.) is an arborous plant from the
Malvaceae family. It is one of the earliest plants that were
cultivated by man and it has been used for over 4,000 years.
It is primarily cultivated for fiber used in the textile industry
and the oil from the cotton seed [1]. The genus Gossypium
spp. includes many species distributed throughout the world,
but only four species are grown for cotton fiber: Gossypium
hirsutum L., Gossypium barbadense L., Gossypium arboreum
L., and Gossypium herbaceum L. The most economically
important cotton species is G. hirsutum, which is grown to
produce 90% of the world’s cotton [2]. Cotton fiber and
oil production generate byproducts rich in fat from oil and
protein which are used for animal feeding. However, this
plant contains a toxic compound, gossypol [1].

2. Chemistry of Gossypol

Gossypol is a phenolic compound that was first isolated in
1899. The name is derived from the plant genus scientific
name (Gossypium) combined with the ending “ol” from
phenol [1]. Gossypol has a 518.55 Dalton molecular weight,
has a yellow pigment, is crystalline, is insoluble in water and
hexane, is soluble in acetone, chloroform, ether, and methyl
ethyl ketone (butanone), and is partly soluble in crude veg-
etable oils.The chemical formula is C

30
H
30
O
8
, and the chem-

ical structural formula is 2,2󸀠-bis(8-formyl-1,6,7-trihydroxy-
5-isopropyl-3-methylnaphthalene) (Figure 1) [1, 3, 4].

Gossypol is produced by pigment glands in cotton stems,
leaves, seeds, and flower buds. The pigment glands are small
black spots distributed throughout the cotton plant but their
greatest concentration is in the seeds [1, 4–6]. The seed of
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Figure 1: Chemical structure, formula, and structural formula of gossypol.

G. barbadense may contain up to 34 g of gossypol/kg [7].
Gossypol promotes several toxic effects in vertebrates but
provides the cotton plant with resistance to pests [1, 4–6].
The pigment glands produce additional phenolic pigments
(at least 14), but they are at concentrations well below the
concentration of gossypol and thus have little toxicological
significance [1].

Gossypol is a mixture of two enantiomers, (−) and (+)
gossypol [1, 8–11].The (−) gossypol enantiomer ismore slowly
eliminated [12], although it is the most biologically active
form. Consequently, it is more toxic than the (+) gossypol
[11, 13]. The Gossypium species produces both enantiomers
in varying proportions, which is genetically determined [1,
9, 10, 14]. For example, the (−) gossypol proportion ranges
from33.8 to 47.0% in the seeds of upland variety (G. hirsutum)
[15, 16] and from 24.9 to 68.9% in the seeds of G. barbadense
[7].

Two gossypol forms have been observed, free and bound
[6].The bound form is produced via covalent bonds between
gossypol and the free epsilon-amino groups from lysine and
arginine [1, 17, 18] through the browning orMaillard reaction
[1]. However, this reaction reduces the availability of amino
acids for absorption by the animal with lysine being the most
affected [18].

Total gossypol production is influenced by several factors,
including weather conditions and cotton species. Consid-
ering weather conditions, gossypol production is positively
correlatedwith the rainfall rate and negatively correlatedwith
temperature [19]. Regarding variation among cotton species,
G. barbadense has higher gossypol concentrations than G.
hirsutum. On the other hand, cotton storage slightly decreases
the free gossypol content [1].

3. Gossypol in Cotton Products

The free gossypol content in whole cotton seeds varies among
the many cotton varieties [6, 20]; gossypol concentrations

range from 0.02 to 6.64% [21]. Cottonseed may contain
concentrations greater than 14,000mg/kg of total gossypol
and 7,000mg/kg of free gossypol [6]. However, after oil
extraction from the seeds, up to 0.6% is available following
solvent extraction, but approximately 0.06% is available, if
the extraction process involves mechanical pressure and heat
treatment [22].

In addition to its harmful effects, gossypol and its
derivatives have potential therapeutic use. These compounds
showed in vitro action against some viruses such as human
immunodeficiency virus [23, 24] and H5N1 influenza virus
[24, 25] and several bacteria and yeasts [26–29]. Gossypol is a
promising treatment for leukemia [30], lymphoma [31], colon
carcinoma [32], breast cancer [33, 34], myoma [35], prostate
cancer [36], and other malignancies [37–43]. Furthermore,
it was used in China, in 1970, to treat uterine fibroids,
endometriosis, and uterine bleeding in women [35].

4. Toxicokinetics

The gossypol absorption rate is inversely proportional to the
amount of iron in the diet [71], and dietary supplementation
with ferrous sulfate inactivates free gossypol [72]. In rumi-
nants, microbial fermentation in the rumen binds dietary
free gossypol with proteins [73], but it is not known whether
the bound form can be absorbed by the intestines or the
microorganisms can release free gossypol from the bound
form.The absorbed gossypol accumulates in the liver [74] and
kidneys [75].Theprimary gossypol excretion route is through
bile; it is then eliminated through feces after conjugation with
glucuronides and sulfates [76]. In rats dosed orally with 5mg
of both racemic forms of gossypol, 70.4% of (+) and 80.2%
of (−) gossypol were excreted in the feces within five days,
whereas 2.30% of (+) and 2.79% of (−) gossypol were excreted
in the urine [77]. Small amounts of gossypol are also excreted
in expired air [1]. Little to no gossypol is excreted in the milk
[74]. The half-lives (𝑡

1/2
) of total (+) and (−) gossypol in rats
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Table 1: Experimental studies showing liver damage induced by gossypol.

Animals Gossypol dose Route of administration Duration of treatment Reference
Broiler 0.4% of total gossypol in food Oral 20 days [11]
Chickens 0.1% of free gossypol in food Oral 21 days [44]
Rats 25mg/kg BW Intraperitoneal Single dose [45]
Rats 30mg/kg BW Intraperitoneal Single dose [46]
Rats 5, 10 and 20mg/kg BW Intraperitoneal 10 days [47]

following a single intravenous dose were estimated as 25.26
hours and 10.53 hours, respectively [77].

5. Gossypol Poisoning

Cottonseed includes sufficiently high gossypol concentra-
tions to produce acute poisoning. However, there are cumu-
lative effects of dietary gossypol and toxicity which can occur
following an ingestion period of one to three months [1, 78–
81]. Gossypol poisoning has been reported in many species,
including broiler chicks [82], pigs [71], dogs [83, 84], sheep
[85], and goats [86]. Monogastric animals, such as pigs, birds,
fish, and rodents, are more susceptible to gossypol toxicity
than ruminants [5, 6, 20, 87]. Moreover, young ruminants are
more sensitive to gossypol comparedwith adult ruminants [1]
because gossypol is not bound during ruminal fermentation,
as it occurs in animalswith fully functional rumens.However,
if the gossypol intake overwhelms the ruminal detoxification
capacity, free gossypolmay be absorbed at hazardous concen-
trations even in adult ruminant animals [88].

General signs of acute toxicity are similar among ani-
mal species and include respiratory distress, impaired body
weight gain, anorexia, weakness, apathy, and death after
several days [1, 6, 80, 85, 89–93]. Heart failure was reported
in calves [90, 94], lambs [85], and dogs [79].

The postmortem findings in ruminants include pul-
monary edema, yellowish liquid in the chest and peri-
toneal cavities, gastroenteritis, centrilobular liver necrosis,
and hypertrophic cardiac fiber degeneration. In calves, the
major pathologic findings are ascites, visceral edema, acute
centrilobular hepatocyte necrosis, kidney damage, and car-
diovascular lesions. Increased pneumonia has also been
observed, likely due to an increased sensitivity to secondary
infections [85, 90–92].

Pigs may present reduced weight gain, anorexia, respi-
ratory distress, cardiac insufficiency, coughing, and exercise
intolerance. Necropsy findings include fluid accumulation in
the body cavities; edema and congestion in the liver, lung, and
spleen; and cardiac hypertrophy with degenerated muscle
fiber [71].

Anemia is often observed in animals fed cottonseed. In
fact, gossypol is a highly reactive compound that readily
binds to minerals and amino acids. Binding with iron
forms a gossypol-iron complex, which inhibits the absorp-
tion of this metal. The consequent iron deficiency affects
erythropoiesis. Furthermore, gossypol promotes increased
erythrocyte fragility [57, 74, 87, 95]. Gossypol also stimulates
the eryptosis (apoptosis-like erythrocyte death) by increasing

cytosolic Ca2+ activity resulting in cell membrane scrambling
and contraction, which contributes to anemia [96].

Gossypol also affects thyroidal metabolism [68, 97–100].
Some studies with male [98] and female [99] rats showed
decreased blood concentrations of T4 and T3 after dosing
with gossypol. On the other hand, gossypol dosing resulted
in increased T3 serum concentrations without affecting T4 in
rats [97] and sheep [68]. The histopathological evaluation of
thyroid glands from male rats dosed with gossypol revealed
follicular degeneration and atrophy [98]. The thyrotropic
cells in the pituitary gland, which are specialized for TSH
synthesis and secretion, showed hypertrophy, hyperplasia,
and degranulation after gossypol dosing in rats [100].

Certain clinical signs of gossypol poisoning have been
attributed to reduced antioxidants in tissues and increased
reactive oxygen species formation, which produces lipid
peroxidation [101–104]. At high concentrations, gossypol
also impairs energy generation from oxidative metabolism
by interfering with enzymatic activity in the mitochondrial
electron transport chain and oxidative phosphorylation [105–
107]. Furthermore, gossypol decreases the contraction force
of the heart and the extent of contraction of cardiac fibers
[108].

6. Liver Damage

In addition to such effects, gossypol is hepatotoxic (Table 1)
[11, 44–47, 71, 109, 110]. Ascites and hepatocyte degeneration
(strong cytoplasmic eosinophilia and nuclear pyknosis) were
observed in rats that received a single intraperitoneal gossy-
pol dose of 25mg/kg BW [45] or 30mg/kg BW [46]. Rats that
received lower gossypol doses (15mg/kg/day for fourweeks or
30mg/kg/day for two weeks) showed morphological changes
in the liver, as observed through electron microscopy,
which were characterized by mitochondrial vacuolation, an
enlarged endoplasmatic reticulum, an expanded perinuclear
space, and collagen fiber proliferation in the perisinusoidal
space [109]. Chickens fed a diet with 0.1% free gossypol for
21 days had increased plasma gamma glutamyltransferase
activity and liver lipidosis [44]. Broilers that received a diet
with 0.4% total gossypol for 20 days had greater liver weights
[11].

7. Reproductive Effects

Gossypol affects male and female gametogenesis and pro-
motes embryo lesions [81]. In the 1950s, China underwent
a sharp drop in the birthrate in many rural areas where
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Table 2: Selected experimental studies describing effects of gossypol on male reproduction.

Animals Gossypol dose Effects Reference
Hamsters 10mg/kg BW/day Degeneration of spermatocytes [48]
Rats 20mg/kg BW/day Degeneration of spermatocytes [48]
Mice 40mg/kg BW/day No degeneration [48]

Rats 25mg/kg BW/day Decreased spermatogenesis, Sertoli cell, and
seminiferous tubules damage [49]

Rats 10mg/kg BW/day
Tubular degeneration, reduced testosterone
concentrations, and involutions of ventral prostate
and seminal vesicles

[50]

Rats 5, 10 and 20mg/kg
BW/day

Decreased sperm count and motility, increased
abnormal sperm count, and reduced serum levels
of testosterone, LH, and FSH

[47]

Bulls 16.4mg/kg BW/day
Reduced sperm production and motility and
increased proportion of sperm midpiece
abnormalities

[51]

Bulls 8mg/kg BW/day
Primary and secondary sperm abnormalities and
increased number of sperm with proximal
droplets

[52]

humans were consuming cottonseed oil containing gossypol.
This observation was initially associated with male infertility
caused by gossypol in the cottonseed oil that they were
consuming. Gossypol has been investigated for use as a male
contraceptive in a number of experimental studies [1, 81, 111–
115].

The gossypol toxicity for male reproduction (Table 2) was
reported in several studies showing that it inhibits spermato-
genesis, which decreases the sperm count and spermatozoid
motility and viability [20, 47–51, 53, 55, 102, 116–120]. The
male antifertility effect is dose and time dependent; in
effective doses, gossypol causes infertility by inhibiting sperm
motility, decreasing sperm concentrations, inducing specific
mitochondrial injury to the sperm tail, and damaging the
germinal epithelium [20]. However, such effects are reversible
when gossypol is no longer ingested [52]. Furthermore,
gossypol administration to male rats did not interfere in the
embryonic and fetal development of untreated dam offspring
[121].

The deleterious effects on male reproduction have not
been observed for all animals fed cottonseed meal. In
adult male goats [122] and sheep [123] fed a diet with
0.5 kg/animal/day cottonseed meal for 120 consecutive days,
no detrimental effects on semen volume, sperm concentra-
tion, motility, and morphology.

The gossypol-mediated spermatozoid disturbance mech-
anism includes the inhibition of release and utilization of
ATP by the sperm cells [124]. Another effect of gossypol
is the reduction of cellular and microtubular 𝛽-tubular
content in spermatocytes and spermatids [125]. Furthermore,
gossypol inhibits calcium influx [126, 127] and Mg-ATPase
andCa-Mg-ATPase activity in spermatozoid plasmaticmem-
branes [126]. Abnormal spermatozoids are produced because
gossypol produces ultrastructural alterations in the nuclear
membrane, endoplasmic reticulum, and mitochondria [119,
128–130]. In cultivated Sertoli cells from piglets, gossypol

also decreases cellular oxidase activity and damages the DNA
[131]. Reduced nuclear expression of androgen receptors was
observed in Leydig cells, Sertoli cells, and myoid cells from
rats fed gossypol-rich cottonseed flour [132].

Gossypol also affects female reproduction (Table 3), and
ruminant females tolerate higher dietary gossypol concentra-
tions than nonruminant females [20, 54, 118, 133], probably
due to the ruminal detoxification. Female exposure to gossy-
pol has been associated with interference with the estrous
cycle, pregnancy, and early embryonic development [20, 57,
81]. Gossypol interfered with rodent estrous cycles [54, 134]
and pig granulosa cell function [135]. Furthermore, ovaries
from heifers fed cottonseed meal had fewer large follicles
(>5mm) than heifers fed soybean meal [57]. Gossypol
affected in vitro ovarian steroidogenesis [136, 137] as well as
bovine oocyte cumulus expansion and nuclear maturation
[137].

Previous studies have shown that gossypol interferes with
embryonic development [118, 138–141]. In fact, gossypol may
reach the uterine fluids through the maternal circulation
[141]. A gossypol-mediated embryotoxic effect has been
observed in in vitro [118, 138, 140–142] and in vivo [57, 139, 141,
143] studies. The early pregnancy loss promoted by gossypol
is not due exclusively to direct damage to embryos but also to
interference with implantation of the embryo [139]. However,
this compound significantly reduced the fetal body weight
in pregnant mice, but no fetal abnormalities were observed
[144].

The probable mechanism for gossypol embryotoxicity
is through direct embryonic cytotoxicity [20, 143]. This
cytotoxic effect might be promoted by (1) generation of
reactive oxygen species inducing oxidative stress [102, 104,
145], (2) intercellular communication disruption [146], (3)
apoptosis induction [32, 147–152], or (4) interference with
ionic transport in membranes, which increases intracellular
calcium [153].
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Table 3: Selected experimental studies describing effects of gossypol on female reproduction.

Animals Gossypol dose Effects Reference
Rats 5mg/kg BW/day Longer diestrus [53]
Rats 25mg/kg/day Lower levels of estradiol-17𝛽 [54]

Rats 20mg/kg/day

Irregular and longer estrous cycles,
prolonged time for mating, decreased
pregnancy rate, and reduced number of
viable embryos

[55]

Heifers ∼51mg/kg BW/day No interference on cycling, first service
conception rate, and ovarian morphology [56]

Heifers 5 g of free
gossypol/animal/day

Reduced number of ovarian follicles
>5mm [57]

8. Immunotoxicity

Gossypol may cause a reduced number of leukocytes and pri-
marily lymphocytes, which affects the immunocompetence
of the organism [154]. In vivo and in vitro mouse experi-
ments also demonstrated that gossypol has immunosuppres-
sive activity [155], which operates by affecting lymphocytes
through inhibiting proliferation and inducing apoptosis [155,
156]. Mice that received gossypol had significantly decreased
numbers of lymphocytes in the thymus andmesenteric lymph
nodes [157], in the total spleen cell population [144], and
in the capacity of blood and lymphatic cells to produce
antibodies after sheep erythrocyte immunization [144, 157].
Furthermore, the spleen and lymph nodes from mice receiv-
ing gossypol had decreased CD4+ thymocyte populations
and increased CD8+ lymphocyte populations [157].

The interference of gossypol with lymphocytes influence
immune function as observed in a number of studies [157–
160]. After inoculation with Brucella abortus smooth strain
99 (S99), specific anti-Brucella antibody production was
impaired in lambs [159] and calves [160] fed cottonseed
meal. Mice treated with gossypol had decreased IgM and IgG
production after sheep erythrocyte immunization [157]. Men
treatedwith gossypol as amale contraceptive showed reduced
IgG titers which could be associatedwith altered lymphocytes
[158].

In vitro murine macrophage proliferation was inhibited
by gossypol [157]. Furthermore, rat peritoneal macrophages
incubated with gossypol inhibited arachidonic acid
metabolism and prostaglandin E

2
production [161]. On

the other hand, macrophage chemotaxis induced by
Edwardsiella ictaluri challenge was increased in channel
catfish (Ictalurus punctatus) fed cottonseed [162] or receiving
gossypol [163], but catfish were unaffected by gossypol in
another study [27]. Gossypol also increased serum lysozyme
activity in channel catfish following an E. ictaluri challenge
[27, 163].

9. Preventive Procedures

The preventive procedures at this time involve the treatment
of cottonseed products to decrease the concentrations of
free gossypol through the use of heat and pressure in the
processing of these products (Table 4). Agronomic selection

Table 4: Preventive procedures for reducing gossypol toxicity.

Procedures Reference
Heat treatment

Roasting
extrusion

[58]
[58, 59]

Irradiation
Gamma irradiation
Electron beam irradiation

[156–158]
[60, 61]

Fungal fermentation
Aspergillus niger
Aspergillus oryzae
Candida tropicalis
Saccharomyces cerevisiae
Geotrichum candidum

[161–163]
[62]

[63–66]
[63, 64]
[67]

Nutritional supplementation
Ferric sulfate
Sodium selenite
Vitamin E

[1]
[68]

[69, 70]

has produced cotton varieties devoid of glands producing
gossypol [164], but these varieties are less grown because they
are not as productive and are more vulnerable to attacks by
insects [1]. One alternative is the selection and use of cotton
varieties containing a relatively high (+) to (−) gossypol
enantiomer ratio [13]. The directive 2002/32 of the European
Union (2002L0032 - EN - 26.02.2013 - 017.001) states that the
maximum free gossypol concentrations for cottonseed are
5,000 ppm and 1,200 ppm for cottonseed meal or cake and,
for complete feeding stuffs, are 20 ppm for laying hens and
piglets, 60 ppm for rabbits and pigs, 100 ppm for poultry and
calves, and 500 ppm for cattle, sheep, and goats.

Processing including heat treatment [58, 165] and extru-
sion process [59] can reduce free gossypol concentrations in
cottonseed. However, it is possible that the conjugate formed
can release free gossypol during digestion. In fact, cows fed
diets containing whole cottonseed with similar total gossypol
concentrations but different free gossypol concentrations had
similar total plasma gossypol [59]. Furthermore, even though
the extrusion process reduced free gossypol concentration
but not the total gossypol concentration; broiler chicks fed
extruded cottonseed meal or feed-grade cottonseed meal
showed decreased body weight gain, increased feed intake,
and inefficient feed conversion rate [166].
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Radiation treatment using gamma [60, 167, 168] or
electron beam irradiation [60, 61] may reduce free gossypol
concentrations. In fact, gossypol irradiation reduced in vitro
prooxidative activity and embryotoxicity in mice [168]. The
mechanism for gossypol destruction through radiation is
unknown, but it has been speculated that gossypol molecule
aggregation, gossypol cross-linking with other molecules,
and gossypol molecule fragmentation or breakdown may
produce such destruction [61]. On the other hand, ammoni-
ation, which is a procedure that is used to reduce aflatoxin
content of food, increased cottonseed meal toxicity in dairy
cattle [169].

Some fungus may reduce free gossypol concentrations
in cottonseed meal by fermentation, including Aspergillus
niger [63, 64, 170], Aspergillus oryzae [62], Candida tropicalis
[63–66], Saccharomyces cerevisiae [63, 64], and Geotrichum
candidum [67]. The use of fermented cottonseed meal to
feed animals seems to be safe [62, 171]. However, while
these microorganisms could be used to reduce free gossypol
concentration in cottonseed meal, they are not currently
commercially available.

Supplementation with ferric sulfate reduces free gossypol
concentrations in food due to ferric sulfate binding with
reactive groups from gossypol, which forms a conjugate. The
recommendation for supplementation is 1mol of gossypol for
eachmol of iron, which could increase themaximumconcen-
tration of gossypol from 50 to 150 ppm for laying birds and
from 100 ppm to 400 ppm for pigs and poultry [1]. Additional
nutrients may be used for dietary supplementation to reduce
gossypol availability. Supplementing the diet with 1mg of
sodium selenite per day in adult sheep reduced the gossypol
toxicity affecting semen quality [68]. Dietary vitamin E sup-
plementation at 4000 IU/bull/day also reversed the negative
effects of gossypol on sperm production and semen quality
of bulls [69] and reversed the increased erythrocyte osmotic
fragility in heifers [70] promoted by feeding cottonseedmeal.

Gossypol was produced as a conjugate with bovine serum
albumin for vaccines. This conjugate induces antibody pro-
duction against gossypol in rats, but the immunized animals
weremore sensitive to the acute hepatotoxic effect of gossypol
[46].

10. Conclusions and Future
Research Directions

The ingestion of gossypol present in cottonseed and its
products (cakes and meal) may promote clinical poison-
ing, liver damage, male and female reproductive toxicity,
and immunological impairment. The acute poisoning is
not currently a significant problem but the reproductive
damage causes serious economic losses to the livestock
industry. Even though the male reproductive toxicity is well
known, there is a need for more studies to understand
the female reproductive damage promoted by gossypol. The
immunotoxicity of gossypol is far from being completely
elucidated, but it impacts animals by reducing their resistance
to infections and by impairing the efficiency of vaccines.
Extensive research is needed to develop more efficient and
inexpensive technologies to reduce gossypol toxicity.
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[157] D. Sijun, A. Pawlak, B. Poźniak et al., “Effects of gossypol
acetic acid on cellular and humoral immune response in non-
immunized and SRBC-immunized mice,” Central-European
Journal of Immunology, vol. 37, no. 1, pp. 11–19, 2012.

[158] D. Xu, W.-J. Cai, B.-H. Zhu, C.-J. Dong, Z.-C. Zheng, and Z.-Q.
Gao, “Clinical safety of long-term administration of gossypol in
32 cases,” Contraception, vol. 37, no. 2, pp. 129–135, 1988.

[159] D. Nagalakshmi, V. R. B. Sastry, D. K. Agrawal, and R. C.
Katiyar, “Haematological and immunological response in lambs
fed on raw and variously processed cottonseed meal,” Asian-
Australasian Journal of Animal Sciences, vol. 14, no. 1, pp. 21–29,
2001.

[160] A. K. Pattanaik, V. R. B. Sastry, D. K. Singh, T. K. Goswami, and
D. N. Mohanty, “Effect of gossypol from cottonseed meal diets
on some clinico-biochemical parameters and humoral immune

response of crossbred calves fed barley or sorghum,” Asian-
Australasian Journal of Animal Sciences, vol. 16, no. 9, pp. 1291–
1296, 2003.

[161] K. Ohuchi, M. Watanabe, N. Hirasawa, S. Tsurufuji, T.
Ozeki, and H. Fujiki, “Inhibition by gossypol of tumor
promoter-induced arachidonic acid metabolism in rat peri-
toneal macrophages,” Biochimica et Biophysica Acta: Molecular
Cell Research, vol. 971, no. 1, pp. 85–91, 1988.

[162] M. M. Barros, C. Lim, and P. H. Klesius, “Effect of soybean
meal replacement by cottonseed meal and iron supplementa-
tion on growth, immune response and resistance of channel
catfish (Ictalurus puctatus) to Edwardsiella ictaluri challenge,”
Aquaculture, vol. 207, no. 3-4, pp. 263–279, 2002.

[163] M. Yildirim, C. Lim, P. J. Wan, and P. H. Klesius, “Growth per-
formance and immune response of channel catfish (Ictalurus
puctatus) fed diets containing graded levels of gossypol-acetic
acid,” Aquaculture, vol. 219, no. 1–4, pp. 751–768, 2003.

[164] G. S. Fisher, A. W. Frank, and J. P. Cherry, “Total gossypol
content of glandless cottonseed,” Journal of Agricultural and
Food Chemistry, vol. 36, no. 1, pp. 42–44, 1988.

[165] G. A. Broderick and W. M. Craig, “Effect of heat treatment on
ruminal degradation and escape, and intestinal digestibility of
cottonseed meal protein,” Journal of Nutrition, vol. 110, no. 12,
pp. 2381–2389, 1980.

[166] M. H. Henry, G. M. Pesti, R. Bakalli et al., “The performance
of broiler chicks fed diets containing extruded cottonseed meal
supplemented with lysine,” Poultry Science, vol. 80, no. 6, pp.
762–768, 2001.

[167] H. Jaddou, M. Al Hakim, L. Z. Al Adamy, and M. T. Mhaisen,
“Effect of gamma-radiation on gossypol in cottonseed meal,”
Journal of Food Science, vol. 48, no. 3, pp. 988–989, 1983.

[168] C. Jo, H. S. Yook, M. S. Lee et al., “Irradiation effects on
embryotoxicity and oxidative properties of gossypol dissolved
in methanol,” Food and Chemical Toxicology, vol. 41, no. 10, pp.
1329–1336, 2003.

[169] S. A. Smalley and E. J. Bicknell, “Gossypol toxicity in dairy
cattle,” Compendium on Continuing Education for the Practising
Veterinarian, vol. 4, no. 9, pp. S378–S381, 1982.

[170] X. Yang, J.-Y. Sun, J.-L. Guo, andX.-Y.Weng, “Identification and
proteomic analysis of a novel gossypol-degrading fungal strain,”
Journal of the Science of Food and Agriculture, vol. 92, no. 4, pp.
943–951, 2012.

[171] H. Sun, J. W. Tang, C. L. Fang et al., “Molecular analysis of
intestinal bacterial microbiota of broiler chickens fed diets
containing fermented cottonseedmeal,” Poultry Science, vol. 92,
no. 2, pp. 392–401, 2013.



Submit your manuscripts at
http://www.hindawi.com

Veterinary Medicine
Journal of

Hindawi Publishing Corporation
http://www.hindawi.com Volume 2014

 Veterinary Medicine 
International

Hindawi Publishing Corporation
http://www.hindawi.com Volume 2014

Hindawi Publishing Corporation
http://www.hindawi.com Volume 2014

International Journal of

Microbiology

Hindawi Publishing Corporation
http://www.hindawi.com Volume 2014

Animals
Journal of

Ecology
International Journal of

Hindawi Publishing Corporation
http://www.hindawi.com Volume 2014

Psyche
Hindawi Publishing Corporation
http://www.hindawi.com Volume 2014

Evolutionary Biology
International Journal of

Hindawi Publishing Corporation
http://www.hindawi.com Volume 2014

Hindawi Publishing Corporation
http://www.hindawi.com

Applied &
Environmental
Soil Science

Volume 2014

Biotechnology 
Research International

Hindawi Publishing Corporation
http://www.hindawi.com Volume 2014

Agronomy

Hindawi Publishing Corporation
http://www.hindawi.com Volume 2014

International Journal of

Hindawi Publishing Corporation
http://www.hindawi.com Volume 2014

Journal of 
Parasitology Research

Hindawi Publishing Corporation 
http://www.hindawi.com

 International Journal of

Volume 2014

Zoology

Hindawi Publishing Corporation
http://www.hindawi.com

Genomics
International Journal of

Volume 2014

Insects
Journal of

Hindawi Publishing Corporation
http://www.hindawi.com Volume 2014

The Scientific 
World Journal
Hindawi Publishing Corporation 
http://www.hindawi.com Volume 2014

Hindawi Publishing Corporation
http://www.hindawi.com Volume 2014

Viruses
Journal of

Scientifica
Hindawi Publishing Corporation
http://www.hindawi.com Volume 2014

Cell Biology
International Journal of

Hindawi Publishing Corporation
http://www.hindawi.com Volume 2014

Hindawi Publishing Corporation
http://www.hindawi.com Volume 2014

Case Reports in 
Veterinary Medicine



110 

ANEXO II – “GOSSYPOL PROMOTES DEGENERATION OF OVARIAN 

FOLLICLES IN RATS” 



Research Article
Gossypol Promotes Degeneration of Ovarian Follicles in Rats

Ivana Cristina Nunes Gadelha,1 Michelly Fernandes de Macedo,1

Sílvia Catarina Salgado Oloris,2 Marilia Martins Melo,3 and Benito Soto-Blanco3

1 Programa de Pós-graduação em Ciência Animal, Universidade Federal Rural do Semiárido, BR 110 Km 47,
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The present study aimed to determine if gossypol interferes with ovarian follicles in rats. Twenty-four female Wistar rats were
assigned to two equal groups: one control group and the other dosed with gossypol (25mg/kg/day, subcutaneously) for 15 days.
Ovarian follicles were histologically classified according to the stage of development and as normal or atretic. Gossypol treatment
reduced the length of estrous with an increase in the duration of the diestrus phase. This compound was responsible for reduced
serum levels of T4 and progesterone. Treatment with gossypol was responsible for a significant reduction in the number of normal
ovarian follicles and a significant increase in the number of atretic follicles, both in all stages of development. Thus, treatment of
rats with gossypol was responsible for reduction in the number of viable follicles and changes in hormone levels that resulted in
interference of the estrous cycle.

1. Introduction

Gossypol (2,2-bi(8-formyl-1,6,7-trihydroxy-5-isopropyl-3-
methylnaphthalene)) is a polyphenolic compound produced
by pigment glands in roots, stems, leaves, seeds, and flower
buds of cotton (Gossypium spp). The function of this com-
pound is to deter various insects from feeding on the plant
[1, 2]. Signs of gossypol toxicosis include decreased growth
rate, anorexia, labored breathing, and dyspnea [2]. Other
effects include damage to hepatocytes [3, 4] and lymphocyte
cytotoxicity leading to immunodeficiency [5–7].

The male reproductive toxicity of gossypol has been
reported inmany studies [8]. Gossypol inhibits spermatogen-
esis by decreasing the sperm count and spermatozoidmotility
and viability. The male infertility effect is caused by impaired
sperm motility, decreased sperm concentrations, and spe-
cific mitochondrial injury to the sperm tail and damage
to the germinal epithelium [9–12]. The gossypol-mediated

spermatozoid disturbance mechanism includes inhibition
of the release and utilization of ATP by sperm cells [13].
Furthermore, gossypol inhibits calcium influx and Mg-ATP-
ase and Ca-Mg-ATPase activity in spermatozoid plasmatic
membranes [14]. Abnormal spermatozoids are produced
because gossypol produces ultrastructural alterations in the
nuclear membrane, endoplasmic reticulum, and mitochon-
dria [15, 16]. In cultured Sertoli cells from pigs, gossypol
also decreased cellular oxidase activity and DNA damage
[17]. Reduced nuclear expression of androgen receptors was
observed in Leydig cells, Sertoli cells, and myoid cells from
rats fed gossypol-rich cottonseed flour [18]. However, such
effects are reversible after the cessation of gossypol exposure
[19].

Even though gossypol has well-known toxic effects in
the male reproductive system, there are few studies on its
effects on female reproduction. Female exposure to gossypol
has been associated with interference of the estrous cycle,
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pregnancy, and early embryonic development [1, 2]. Gossypol
has been shown to affect rodent estrous cycles [20, 21] and
pig granulosa cell function [22]. Gossypol affected ovarian
steroidogenesis in vitro [23, 24] as well as bovine oocyte
cumulus expansion and nuclear maturation [24].The present
study aimed to determine whether gossypol interferes with
the ovarian folliculogenesis in rats. Our work also proposes
a model for determining the effects of toxic substances on
ovarian metabolism by ovarian follicle classification and
quantification.

2. Material and Methods

2.1. Animals. Female Wistar rats, 60 to 70 days old, weighing
approximately 120 g each, from the Animal Sciences Depart-
ment, UFERSA, Mossoró, RN, Brazil, were used. During
the entire study period, the rats were housed in plastic
cages under controlled environmental conditions with a 12 h
light/dark cycle and at a temperature of 24 ± 3∘C. Regular
rodent chow (Labina, Purina, São Lourenço da Mata, PE,
Brazil) and tap water were provided ad libitum. Animal
studies have been approved by the Institutional Animal Care
and Use Committee at the Universidade Federal Rural do
Semi-Árido/UFERSA (process number 23091.000690/2012-
72) and have been performed in accordance with the ethical
standards laid down in the 1964 Declaration of Helsinki and
its later amendments.

2.2. Experimental Design. The estrous cycle of the rats was
monitored twice a day by vaginal smear for seven consecutive
days; only rats that exhibited regular estrous cycles were used
in the experiment. Twenty-four female rats were randomly
and equally distributed into two groups: a control group
(injected with saline solution subcutaneously) and a group
dosed with gossypol (25mg/kg/day subcutaneously) for 15
consecutive days. Rats were dosed with (+/−) gossypol acetic
acid (Fluka, G4382) with purity about 95%.

Vaginal smears were carried out on each animal every
day between 7:00 and 9:00 a.m. and again between 5:00 and
6:00 p.m. The smears were collected by lavage with 20 𝜇L of
0.9% NaCl solution, spotted thinly on a microscope slide,
and evaluated under a light microscope. The cell counts and
morphology were used for the determination of the estrous
cycle phases, characterized as proestrus, estrus, metestrus,
and diestrus [25].

On the day after the last dosing, all rats were deeply anes-
thetized by intraperitoneal injection of xylazine (5mg/kg)
and ketamine (60mg/kg) to collect the ovaries, uterus, thy-
roid glands, and blood samples from the vena cava. Formalin-
fixed, paraffin-embedded tissue sampleswere sliced into 5 𝜇m
thick sections and stainedwith hematoxylin and eosin (H&E)
for histological analysis.

2.3. Hormonal Analysis. Frozen sera were used for the de-
termination of the serum levels of estradiol, progesterone,
luteinizing hormone (LH), thyroxine (T4), triiodothyronine
(T3), and thyroid stimulating hormone (TSH). Hormone
levels were analyzed by an ELISA automated analyzer (Elisys

Uno, Human, Wiesbaden, Germany) with specific kits (RPC
Diagnostic Systems, Nizhny Novgorod, Russia).

2.4. Morphological Analysis of the Ovarian Follicles. The ova-
ries from all rats were collected and fixed in 10% buffered for-
malin. Five-micron thick paraffin-embedded sections were
collected at 60𝜇m intervals throughout the tissue and stained
with H&E. Histological analysis, including qualitative and
quantitative assessment of ovarian follicles, was performed.
Follicles were classified according to the stage of development
as primordial, primary, secondary, or antral [26]. Primordial
follicles were defined as thosewith one layer of flattened gran-
ulosa cells, primary follicles presented one layer of cuboidal
granulosa cells, secondary follicles presented two layers of
cuboidal granulosa cells, and antral follicles presented the
antral cavity (Figure 1).

Follicles were also classified as normal or atretic. Nor-
mal follicles presented a regular shape and well-organized
granulosa cells, without signs of atresia. Atretic follicles were
characterized by retracted oocytes, a pyknotic nucleus, dis-
continued basement membrane, and disorganized granulosa
cells [27, 28].

2.5. Statistical Analysis. The obtained data were statistically
analyzed using R software (version 3.0.0). Data normality was
evaluated using a Shapiro-Wilk test and the homogeneity of
variance was evaluated using an 𝐹 test. Welch’s 𝑡-test was
employed and 𝑃 values < 0.05 were considered statistically
significant.

3. Results

Noclinical signs of poisoningwere observed in any of the rats.
There was no significant difference in body weight between
the groups on the first and last days of the experiment, but
body weight gain was significantly (𝑃 < 0.05) reduced in rats
dosed with gossypol (Table 1). Furthermore, the treatment
with gossypol significantly (𝑃 < 0.05) increased the length
of the diestrus stage (Table 1).

At necropsy, hydrometra was observed in five of the rats
dosed with gossypol and in one rat from the control group.
No histological lesions were found in the thyroid glands or
the uterus from any of the rats.

Our results also verified that gossypol was responsible for
hormonal interference, characterized by significantly (𝑃 <
0.05) reduced serum levels of T4 and progesterone and a
significantly (𝑃 < 0.05) increased T3/T4 ratio (Table 2).
Conversely, gossypol treatment did not affect the serum levels
of T3, TSH, LH, and estradiol.

Additionally, treatment with gossypol was responsible for
a significant (𝑃 < 0.05) reduction in the number of normal
ovarian follicles and a significant (𝑃 < 0.05) increase in the
number of atretic follicles, both in all stages of development
(Table 3 and Figure 2). On average, the ovaries of female
rats in the control group had 83.3% normal follicles and
16.7% atretic follicles, whereas rats treated with gossypol had
normal and atretic follicle incidence rates of 36.6%and63.4%,
respectively.
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(a) (b)

(c) (d)

Figure 1: Ovaries from control rats showing normal (a) primordial, (b) primary, (c) secondary (H&E, bar = 25 𝜇m), and (d) antral follicles
(H&E, bar = 100 𝜇m).

Table 1: Body weight, body weight gain (in grams), and length (in hours) of the estrous cycle phases of female rats dosed with gossypol
(25mg/kg/day) or 0.9% saline (control group) subcutaneously for 15 consecutive days.

Control (𝑛 = 12) Gossypol (𝑛 = 12) 𝑃 value1

Body weight (g)
Day 0 190.4 ± 4.32 192.2 ± 7.62 n.s.
Day 15 197.5 ± 2.91 186.7 ± 6.15 n.s.

Body weight gain (g) 7.08 ± 2.07 −5.58 ± 2.43 0.0006792
Diestrus (h) 44.0 ± 1.71 51.0 ± 2.15 0.01875
Metestrus (h) 1.00 ± 0.67 3.50 ± 1.73 n.s.
Estrus (h) 24.5 ± 1.88 20.0 ± 1.71 n.s.
Proestrus (h) 26.5 ± 1.16 21.5 ± 2.39 n.s.
1Welch’s 𝑡 test.
n.s.: not significant (𝑃 > 0.05).

4. Discussion

We found that gossypol treatment resulted in increase in
the length of the diestrus and metestrus stages (about 116%
and 350% of controls, resp.) and reduction in the length of
the proestrus and estrus stages (both about 81% of controls).
Interferences on estrous cycle were observed by others [20,
21]. The administration of 20mg/kg of gossypol acetic acid

orally for 60 days [20] and of 25mg/kg gossypol acetic acid via
intramuscular injection for 3 to 5 days [21] caused prolonged
and irregular estrous cycles in rats. Female rats dosed with
60mg/kg gossypol acetic acid for 30 days showed a reduced
number of estrus cycles, which did not occur when they
were dosed with 40mg/kg [29]. Similarly to our study, the
percentage of animals in diestrus was increased in rats dosed
with 5 or 10mg gossypol/kg/day subcutaneously for 20 days
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Table 2: Serum concentrations of estradiol, progesterone, luteinizing hormone (LH), thyroxine (T4), triiodothyronine (T3), and thyroid
stimulating hormone (TSH) in female rats dosed with gossypol (25mg/kg/day) or 0.9% saline (control group) subcutaneously for 15
consecutive days.

Control (𝑛 = 12) Gossypol (𝑛 = 12) 𝑃 value1

T4 (ng/dL) 2.21 ± 0.10 1.80 ± 0.12 0.01446
T3 (pg/mL) 5.68 ± 0.41 7.73 ± 1.07 n.s.
T3/T4 ratio 2.62 ± 0.19 4.62 ± 0.77 0.02635
TSH (𝜇IU/mL) 4.00 ± 1.76 3.91 ± 1.75 n.s.
Progesterone (ng/mL) 48.3 ± 7.61 24.5 ± 4.16 0.01317
LH (mIU/mL) 0.22 ± 0.04 0.21 ± 0.04 n.s.
Estradiol (pg/mL) 10.7 ± 3.83 16.7 ± 4.53 n.s.
1Welch’s 𝑡 test.
n.s.: not significant (𝑃 > 0.05).

(a) (b)

Figure 2: (a) Ovaries from gossypol treated rats showing atretic primordial, primary, and secondary follicles (H&E, bar = 100 𝜇m). (b) Atretic
primordial and primary follicles from a gossypol-dosed rat (H&E, bar = 25𝜇m).

[30]. Conversely, gossypol treatment has been shown to have
no effect on ovulation in rats [31] and did not alter estrous
cycles in hamsters [32].

Our results verified that gossypol is responsible for hor-
monal interference, as evidenced by reduced serum levels of
progesterone and T4 and an increased T3/T4 ratio. Reduced
serum levels of progesterone were reported in female rats
that received 25mg/kg gossypol acetic acid via intramuscular
injection for 3 to 5 days [21] and in pregnant rats dosed orally
with 60, 90, and 120mg/kg/day gossypol acetic acid for the
first 10 days after coitus [33]. Data from the in vitro studies
indicate that gossypol inhibited the basal and stimulated
progesterone secretion levels in luteal cells [23, 34], granulosa
cells from small follicles [35], and oocyte-cumulus complexes
isolated from large antral porcine follicles [36]. Several mech-
anisms may be involved in the inhibition of progesterone
synthesis, including the inhibition of adenylate cyclase [23,
34] and 3𝛽-hydroxysteroid dehydrogenase [37], as well as by
nitric oxide generation [35].Thus, the interference of ovarian
steroidogenesis may be the mechanism by which gossypol
affects the estrous cycle.

Gossypol is also an antithyroidal compound [38, 39]. Rats
from the present study showed reduced serum levels of free
T4 and had an increased T3/T4 ratio. Earlier studies with
male [38] and female [39] rats showed decreased blood levels
of free T4 and T3 levels after dosing with gossypol acetic acid.

Moreover, the histopathological evaluation of thyroid glands
from male rats revealed follicular degeneration and atrophy
[38], but no histological alteration was observed in thyroid
glands in our study. Reduced T3 levels were also observed
in rabbits, but this reduction was reverted when dosing
was discontinued [10]. However, gossypol dosing resulted in
increased T3 serum levels without affecting T4 in rats [40]
and sheep [41]. The thyrotropic cells in the pituitary gland,
which specializes in TSH synthesis and secretion, showed
hypertrophy, hyperplasia, and degranulation after gossypol
acetate dosing in rats [42]. This finding differs from our
results, which indicated that TSH levels were not affected by
gossypol treatment. Although these findings are conflicting,
there is a general consensus that gossypol affects thyroid
gland metabolism, but the mechanism is uncertain.

The treatment with gossypol was also responsible for both
a significant reduction in the number of normal follicles
and a significant increase in the number of atretic follicles
in all stages of development. On average, the ovaries of the
rats in the control group had 83.3% normal follicles and
16.7% atretic follicles, whereas the rats treated with gossypol
had 36.6% normal follicles and 63.4% atretic follicles. All
types of normal follicle cell types are reduced about a third
and the atretic follicle cell types are increased about three
times. The ovarian weight was decreased in rats dosed with
5 or 10mg gossypol/kg/day subcutaneously for 20 days [30].
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Table 3: Ovarian follicle populations in female rats dosed with gossypol (25mg/kg/day) or 0.9% saline (control group) subcutaneously for
15 consecutive days.

Follicles Control (𝑛 = 12) Gossypol (𝑛 = 12) 𝑃 value1

Number of normal follicles
Primordial 341.8 ± 25.6 122.6 ± 20.1 <0.0001
Primary 115.5 ± 14.8 49.0 ± 5.03 0.0008635
Secondary 62.6 ± 11.3 20.1 ± 4.54 0.003426
Antral 55.8 ± 6.52 14.5 ± 3.71 <0.0001
Total 575.6 ± 51.8 206.2 ± 27.9 <0.0001

Number of atretic follicles
Primordial 66.3 ± 10.7 168.3 ± 24.1 0.001489
Primary 22.5 ± 2.32 65.8 ± 6.99 <0.0001
Secondary 22.2 ± 4.26 71.7 ± 9.44 0.00023
Antral 8.08 ± 1.52 39.6 ± 3.95 <0.0001
Total 119.1 ± 12.8 345.4 ± 32.8 <0.0001

Proportion of follicles (in %)
Normal 82.1 ± 2.05 36.6 ± 1.73 <0.0001
Atretic 17.8 ± 2.05 63.4 ± 1.73 <0.0001

Number of total follicles
Total 694.7 ± 54.5 551.6 ± 57.2 n.s.
1Welch’s 𝑡 test.
n.s.: not significant (𝑃 > 0.05).

Conversely, no pathological lesions were found in the ovaries
of female rats dosed with 40 or 60mg/kg gossypol acetic
acid for 30 days [29]. However, in both studies [29, 30] the
ovarian follicles were not classified not counted. Thus, the
classification and counting of ovarian follicles used in our
study may be a useful tool for studying compounds that
potentially affect female gametogenesis.

In female mammals, the number of ovarian primordial
follicles is fixed at the time of birth. The primordial follicles
grow into primary, secondary, and antral follicles in a con-
tinuous and nonreversible process. The damage to primary,
secondary, and antral follicles may lead to temporary infer-
tility when the primordial follicles are not affected. On the
other hand, the injury to primordial follicles may result in
permanent infertility because of the eventual depletion of the
pool of these follicles [43].Therefore, it is feasible to speculate
that gossypol exposure may reduce the ovarian reserve of
follicles, impairing female fertility. However, gossypol seems
to not be a potential drug to promote female castration
because of its toxicity, which in our study was evidenced by
body weight loss.

It was observed that gossypol inhibited steroidogenic
activity and redox status and stimulated the vascular endothe-
lial growth factor production in an in vitro experiment with
porcine granulosa cells [22]. Furthermore, gossypol showed
cytotoxic and apoptotic activity in ovarian carcinoma cell
lines [44, 45]. Due to increased follicular atresia, the folliculo-
genesis could be severely degraded by the action of this com-
pound, dramatically reducing the conception rate of exposed
females. In fact, female rats that received 20mg/kg/day of
gossypol acetic acid for 60 days presented delayed mating
and a reduced rate of pregnancy and number of viable
embryos when compared to controls [20]. Additionally, it is

likely that exposed females will experience early reproductive
senescence.

An additional interesting observation made at necropsy
was the occurrence of hydrometra in five rats from the gossy-
pol treated group and one rat from the control group. High
incidence of infertility and atrophy of the uteruswas observed
in women exposed to gossypol through the ingestion of
cottonseed oil in China [8]. Thus, the increased frequency
of hydrometra must be one of the effects of gossypol, which
likely contributes to the infertility of females exposed through
the ingestion of cotton seed.

In conclusion, treatment with gossypol was responsible
for interference of the estrous cycle in the rats. This inter-
ference involved a reduction in the number of viable follicles
as well as hormonal changes, which might negatively impact
female reproduction. The overall results from the present
study show the relevance of ovarian follicle classification and
quantification in the determination of estrous cycling.This is
pertinent for future studies that aim to determine the effects
of toxic substances on ovarian metabolism.
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ANEXO III – “GOSSYPOL PROMOTES THE DEGENERATION OF CHICKEN 

OVARIAN FOLLICLES IN VITRO” 
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2

Abstract 17 

 18 

Background 19 

Gossypol, a phenolic compound produced by the pigment glands of cotton, is known 20 

to affect male reproduction. In females, exposure to gossypol has been associated 21 

with interference with the estrous cycle and embryo development. In laying hens fed 22 

cottonseed, gossypol was found to reduce egg production and weight and to cause 23 

discoloration of the egg yolk and/or albumen. It is probable that gossypol would 24 

directly affect ovarian follicles, but this has not been confirmed experimentally. Thus, 25 

the aim of the present study was to determine whether gossypol affected cultivated 26 

ovarian follicles of the chicken. 27 

Results 28 

The ovarian follicles from adult female chickens were cultivated with different 29 

concentrations of gossypol (0, 5, 10 and 20 µg/mL) and classified according to the 30 

stage of development as primordial, transitional, primary, secondary or antral, and as 31 

viable or atretic. The percentages of viable and atretic follicles in ovaries that were 32 

cultivated for 24 hours in the presence of gossypol were significantly different from 33 

those of the controls for all of the types of follicles except secondary follicles, but in 34 

all types after cultivation for 7 days. The percentage of viable follicles was higher 35 

than that of atretic follicles in ovaries cultivated without gossypol. In contrast, ovaries 36 

cultivated with gossypol showed a predominance of atretic follicles. 37 

Conclusions 38 

Gossypol increases the proportion of atretic follicles at all stages of development in 39 

cultivated chicken ovaries. Thus, gossypol may affect ovarian follicular viability and 40 

maturation, which might interfere with female fertility. 41 
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42 

Keywords: Cottonseed; Reproductive toxicology; Female reproduction; Ovaries 43 

 44 

Background 45 

46 

Cottonseeds are used as a source of protein for animal feed, but their use is 47 

limited by the presence of gossypol, a toxic compound produced by the pigment 48 

glands of cotton [1, 2]. Gossypol (2,2-bi(8-formyl-1,6,7-trihydroxy-5-isopropyl-3-49 

methylnaphthalene)) is a phenolic compound produced by the pigment glands in 50 

cotton stems, leaves, seeds and flower buds [3–6]. This compound is known to affect 51 

male reproduction. In fact, several studies reported that gossypol inhibited 52 

spermatogenesis, causing a decrease in the concentration of sperm and reducing 53 

spermatozoid motility and viability [7–20]. These effects were dose- and time-54 

dependent but were reversed when gossypol were no longer ingested [14, 21]. 55 

In females, exposure to gossypol has been associated with interference with 56 

the estrous cycle of rodents [2, 22, 23] and with pregnancy, early embryonic 57 

development [14, 24, 25] and embryo implantation [26]. The ovaries of heifers fed 58 

cottonseed meal contained fewer large follicles (>5 mm) than those of heifers fed 59 

soybean meal [25]. Female rats dosed with gossypol (25 mg/kg/day subcutaneously) 60 

for 15 consecutive days showed smaller populations of viable ovarian follicles and 61 

larger populations of atretic follicles than did control rats. The number of all types of 62 

normal follicle cells was reduced by approximately one-third and the number of 63 

atretic follicle cells was increased approximately three times [27]. In vitro studies 64 

established that gossypol affected pig granulosa cellular functioning [28], bovine 65 
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ovarian steroidogenesis [29, 30] and bovine oocyte cumulus expansion and nuclear 66 

maturation [30]. 67 

In laying hens fed cottonseed, gossypol was found to reduce egg production 68 

[31–35] and weight [31, 32, 35] and to cause discoloration of the egg yolk and/or 69 

albumen [35–40]. The complete cessation of egg production may occur [31, 34]. It is 70 

probable that gossypol would directly affect ovarian follicles, but this has not been 71 

confirmed experimentally. Thus, the aim of the present study was to determine 72 

whether gossypol affected cultivated ovarian follicles of the chicken. 73 

 74 

Methods 75 

76 

The ovaries were obtained from four adult female chickens of the Bantam 77 

breed. One ovary was fixed using Carnoy´s solution (60% ethanol, 30% chloroform 78 

and 10% glacial acetic acid) for 12 hours (in situ control) for histological analysis. 79 

The other ovaries were cultivated in 24-well cell culture plates containing 1 ml of 80 

culture medium. The culture medium was alpha minimum essential medium (α-81 

MEM) Eagle medium supplemented with 2 mM glutamine, 2 mM hypoxanthine, 1.25 82 

mg/ml bovine serum albumin-BSA, 50 µg/mL ascorbic acid (Sigma, Sigma-Aldrich, 83 

St Louis, MO, USA), and antibiotics (100 µg/mL of penicillin and 100 µg/mL of 84 

streptomycin, Gibco, Grand Island, NY, USA). Four concentrations of (+/-)-gossypol 85 

acetic acid (G4382, Fluka, Buchs, Switzerland) were tested: 0, 5, 10 and 20 µg/mL. 86 

The plates were incubated at 39 °C in 5% CO22 (Panasonic CO2 Incubator MCO-87 

18AC, Leicestershire, UK) for 24 hours or 7 days. The culture medium was replaced 88 

every 48 hours. After incubation, the ovaries were fixed and processed for 89 

histological analysis using hematoxylin and eosin staining.  90 
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At least 160 follicles per treatment were counted and classified. The follicles 91 

were classified according to the stage of development as primordial, transitional, 92 

primary, secondary or antral. The follicles were also classified as viable or atretic. 93 

The viable follicles presented a regular shape and well-organized granulosa cells, 94 

without signs of atresia. The atretic follicles were characterized by the presence of a 95 

retracted oocyte, a pyknotic nucleus, a discontinuous basement membrane, and 96 

disorganized granulosa cells. 97 

The obtained data were statistically analyzed using R software (version 3.0.3) 98 

[41]. The frequencies of viable and atretic follicles were compared using Fisher´s 99 

exact test. P values of < 0.05 were considered to indicate significance. 100 

 101 

Results 102 

103 

The effect of the period of cultivation on the follicle populations of chicken 104 

ovaries is shown in Table 1. The follicle populations of freshly collected chicken 105 

ovaries and those cultivated for 24 hours or for 7 days were not significantly different. 106 

The percentages of viable and atretic follicles in ovaries that were cultivated 107 

for 24 hours in the presence of gossypol were significantly different from those of the 108 

controls for all of the types of follicles except secondary follicles (Table 2). The 109 

percentage of viable follicles was higher than that of atretic follicles in ovaries 110 

cultivated without gossypol. In contrast, ovaries cultivated with gossypol showed a 111 

predominance of atretic follicles. 112 

After cultivation for 7 days, the percentages of viable and atretic ovarian 113 

follicles of all types were significantly different (Table 2). A predominance of viable 114 

follicles in ovaries cultivated without gossypol and a predominance of atretic follicles 115 

in ovaries cultivated with gossypol was found. 116 
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 117 

Discussion 118 

119 

We found that chicken ovaries cultivated with gossypol at all of the tested 120 

concentrations showed an increased proportion of atretic follicles at all stages of 121 

development. 122 

Several studies showed that laying hens fed cottonseed were adversely 123 

affected by gossypol. Several studies demonstrated reduced egg production after 124 

exposure to feed that contained various minimal levels of free gossypol, including 125 

101.5 mg/kg [33], 126 mg/kg [34], 130 mg/kg [35], 200 mg/kg [31] and 400 mg/kg 126 

[32]. The complete cessation of egg production may occur in hens fed 1,008 mg/kg 127 

[34] and 1,500 mg/kg [31] of free gossypol in their feed. The egg weight was reduced 128 

by exposure to free gossypol in feed at 255 mg/kg [35] or 400 mg/kg [31, 32]. Other 129 

described adverse effects of gossypol exposure are discoloration the egg yolk and/or 130 

the albumen [35–40]. 131 

The reported effects of gossypol on egg production and egg quality may be 132 

due to its directly damaging the ovaries. However, no studies investigated this effect 133 

in an avian species. In rats, the ovarian weight was decreased after subcutaneous 134 

dosing with 5 or 10 mg gossypol/kg/day for 20 days [9]. Rats subcutaneously dosed 135 

with 25 mg gossypol /kg/day for 15 days exhibited a reduced number of normal 136 

ovarian follicles and an increased number of atretic follicles, both of these at all stages 137 

of development [27]. In cultivated porcine granulosa cells, gossypol inhibited 138 

steroidogenic activity and the redox status and stimulated the production of vascular 139 

endothelial growth factor [28]. Gossypol promoted cytotoxic and apoptotic activities 140 

in ovarian carcinoma cell lines [42, 43]. 141 
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In our study, gossypol was observed to directly affect ovarian follicle cells, 142 

increasing the proportion of atretic follicles at all stages of development in cultivated 143 

chicken ovaries. Damage to primordial ovarian follicles permanently disrupts female 144 

reproduction because these cells develop into primary, secondary, and antral follicles 145 

in a continuous and nonreversible process [44]. Thus, it is likely that females exposed 146 

to gossypol might experience early reproductive senescence due to the reduction of 147 

the ovarian reserve of follicles. 148 

149 

Conclusion 150 

151 

Gossypol at all of the tested concentrations (5, 10 and 20 µg/mL) increased the 152 

proportion of atretic follicles at all stages of development in cultivated chicken 153 

ovaries. Thus, gossypol may affect ovarian follicular viability and maturation, which 154 

might interfere with female fertility. 155 
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Table 1. Ovarian follicle populations (in %) of chicken ovaries that were cultivated 289 

for 0, 24 and 168 hours. 290 

Follicles Hours of cultivation P a 

0 24 168 

Primordial 

normal 

atretic 

 

66.7 (60/90) 

33.3 (30/90) 

 

71.4 (40/56) 

28.6 (16/56) 

 

65.4 (51/78) 

34.6 (27/78) 

 

n.s. 

Transitional  

normal 

atretic 

 

69.6 (16/23) 

30.4 (7/23) 

 

53.3 (8/15) 

46.7 (7/15) 

 

51.9 (14/27) 

48.1 (13/27) 

 

n.s. 

Primary  

normal 

atretic 

 

83.3 (10/12) 

16.7 (2/12) 

 

70.0 (7/10) 

30.0 (3/10) 

 

56.3 (9/16) 

43.8 (7/16) 

 

n.s. 

Secondary  

normal 

atretic 

 

68.2 (15/22) 

31.8 (7/22) 

 

42.9 (3/7) 

57.1 (4/7) 

 

57.1 (8/14) 

42.9 (6/14) 

 

n.s. 

Antral  

normal 

atretic 

 

69.2 (9/13) 

30.8 (4/13) 

 

78.1 (57/73) 

21.9 (16/73) 

 

84.6 (22/26) 

15.4 (4/26) 

 

n.s. 

Total  

normal 

atretic 

 

68.8 (110/160) 

31.3 (50/160) 

 

71.4 (115/161) 

28.6 (46/161) 

 

64.6 (104/161) 

35.4 (57/161) 

 

n.s. 

a Fisher´s exact test; n.s.: non-significant (P>0.05) 291 
 292 

293 
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Table 2. Ovarian follicle populations (in %) of chicken ovaries that were cultivated 294 

with gossypol at different concentrations (0, 5, 10 or 20 µg/ml) for 24 hours. 295 

Follicles Gossypol (µg/ml) P a 

0 5 10 20 

Primordial 

normal 

atretic 

 

71.4 (40/56) 

28.6 (16/56) 

 

52.7 (29/55) 

47.3 (26/55) 

 

48.7 (37/76) 

51.3 (39/76) 

 

37.0 (34/54) 

63.0 (34/54) 

 

0.0032 

Transitional  

normal 

atretic 

 

53.3 (8/15) 

46.7 (7/15) 

 

36.7 (11/30) 

63.3 (19/30) 

 

21.1 (8/38) 

78.9 (30/38) 

 

5.1 (2/39) 

94.9 (37/39) 

 

0.0003 

Primary  

normal 

atretic 

 

70.0 (7/10) 

30.0 (3/10) 

 

26.3 (5/19) 

73.7 (14/19) 

 

27.3 (6/22) 

72.7 (16/22) 

 

0 

100 (4/4) 

 

0.0460 

Secondary  

normal 

atretic 

 

42.9 (3/7) 

57.1 (4/7) 

 

34.8 (8/23) 

65.2 (15/23) 

 

9.1 (1/11) 

90.9 (10/11) 

 

30.0 (6/20) 

70.0 (14/20) 

 

n.s. 

Antral  

normal 

atretic 

 

78.1 (57/73) 

21.9 (16/73) 

 

48.5 (16/33) 

51.5 (17/33) 

 

40.0 (8/20) 

60.0 (12/20) 

 

40.4 (23/57) 

59.6 (34/57) 

 

<0.0001 

Total  

normal 

atretic 

 

71.4 
(115/161) 

28.6 (46/161) 

 

43.1 (69/160) 

56.9 (91/160) 

 

35.9 (60/167) 

64.1 
(107/167) 

 

29.3 (51/174) 

70.7 
(123/174) 

 

<0.0001 

a Fisher´s exact test; n.s.: non-significant (P>0.05) 296 
 297 

298 
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Table 3. Ovarian follicle populations (in %) of chicken ovaries that were cultivated 299 

with gossypol at different concentrations (0, 5, 10 or 20 µg/ml) for seven days. 300 

Follicles Gossypol (µg/ml) P a 

0 5 10 20  

Primordial 

normal 

atretic 

 

65.4 (51/78) 

34.6 (27/78) 

 

44.6 (33/74) 

55.4 (41/74) 

 

33.3 (27/81) 

66.7 (54/81) 

 

29.8 (25/84) 

70.2 (59/84) 

 

<0.000
1 

Transitional  

normal 

atretic 

 

51.9 (14/27) 

48.1 (13/27) 

 

30.0 (6/20) 

70.0 (14/20) 

 

20.6 (7/34) 

79.4 (27/34) 

 

10.0 (2/20) 

90.0 (18/20) 

 

0.0106 

Primary  

normal 

atretic 

 

56.3 (9/16) 

43.8 (7/16) 

 

23.1 (3/13) 

76.9 (10/13) 

 

31.3 (5/16) 

68.8 (11/16) 

 

0 

100 (8/8) 

 

0.0335 

Secondary  

normal 

atretic 

 

57.1 (8/14) 

42.9 (6/14) 

 

10.5 (2/19) 

89.5 (17/19) 

 

0 

100 (9/9) 

 

7.4 (2/27) 

92.6 (25/27) 

 

0.0006 

Antral  

normal 

atretic 

 

84.6 (22/26) 

15.4 (4/26) 

 

0 

100 (38/38) 

 

24.1 (7/29) 

75.9 (22/29) 

 

0 

100 (36/36) 

 

<0.000
1 

Total  

normal 

atretic 

 

64.6 
(104/161) 

35.4 (57/161) 

 

26.8 (44/164) 

73.2 
(120/164) 

 

27.2 (46/169) 

72.8 
(123/169) 

 

16.6 (29/175) 

83.4 
(146/175) 

 

<0.000
1 

a Fisher´s exact test; n.s.: non-significant (P>0.05) 301 

 302 


