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DETERMINACAO DOS EFEITOS DO GOSSIPOL SOBRE O CICLO ESTRAL,
A FOLICULOGENESE E O DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO
PRECOCE DE ROEDORES E GALINHAS

GADELHA, I.C.N. Determinacdo dos efeitos do gossipol sobre o cicestral,

a foliculogénese e o desenvolvimento embrionario geoce de roedores e galinhas.
2015. 134f.Tese (Doutorado em Producdo e Sanidade Animal)ogréma de POs-
Graduacao em Ciéncia Animal - Universidade Fedeumbl do Semiarido (UFERSA),
Mossoré — RN, Brasil, 2015.

RESUMO: Gossipol € um composto fendlico produzido pelasdyiéas de pigmento
presente nas raizes, caules, folhas, semente$eshie flores do algodaGgssypium
spp). O farelo e a torta de algoddo sdo subprodiosligoddo utilizados para a
alimentac&o animal, pois séo ricos em 0leo e praseiNo entanto, o gossipol limita a
utilizacdo do algodao na alimentagcédo animal, plté&s a&oncentracdes desta substancia
podem ser responsaveis por sinais clinicos aguelastakicacdo, sendo o efeito toxico
mais comum é a reducdo na reproducdo de machoseasé O objetivo deste estudo
foi avaliar os efeitos do gossipol no ciclo estnal foliculogénesa vivo e in vitro e no
desenvolvimento de embridda vitro de roedores e galinhas. Para o primeiro
experimento, foram utilizadas 24 ratas Wistar,ritisfdas em dois grupos iguais: um
grupo controle (injecdo de solucdo salina, porsuibcutanea) e o outro tratado com
gossipol (25 mg/kg/dia, por via subcutédnea) duralie dias. As ratas sofreram
eutanasia apos o ultimo dia do tratamento paraecole sangue e de fragmentos de
ovarios, Utero e tireoide. Foi coletado sangue paidise hormonal por ELISA e os
ovarios foram coletados para estudo histologica paaliacdo qualitativa e quantitativa
dos foliculos ovarianos. Para o segundo experiméotam necessarios 32 ovarios de
ratas e camundongas e quatro de galinhas. Os swdai® ratas e de camundongas, e
fragmentos dos ovarios de galinhas foram cultivasaglacas de 24 pocos de cultura
de células contendo 1 ml de meio de cultura edpecifForam testadas quatro
concentracdes de gossipol: 0 (controle), 5, 10 eu@@nlL. Todas as placas foram
incubadas a 39 °C e 5% de £Qurante 24 horas e sete dias. ApGs a incubagdo, os
ovarios foram fixados e processados para analistoldbgica. Para o terceiro
experimento, fémeas nuliparas de camundongos Bdtir&n superovuladas e em
seguida, alocadas com machos. No dia seguintegdbzada a colheita de embrides na
fase de 2-8 células. Foram realizadas lavagensseigis das tubas para remocao dos
embrides com meio HTF modificado. Lotes de 5 — 8ré&iBes coletados e selecionados
foram transferidos para novo meio de cultivo HTi $¢EPES suplementado com 10%
de SFB. Posteriormente foram recolhidos e depasstach microgotas (30) de meio
suplementado em placas de 35x10 mm. Os embridas foultivados em meio sem a
adicdo de gossipol (grupo controle) ou com conaeebts de 5, 10 e 2@y/ml de
gossipol, adicionadas em cada gota. Estas gotasnfamersas em 6leo mineral e
cultivadas em estufa com 5% de £037 °C, por 24 horas. Apos o cultivo, os embrides
foram corados para a deteccdo de membranas rompidascélulas em processo de
morte celular. Pode-se observar que o gossipol @rendegeneracdo de foliculos
ovarianos e embrioletalidade, e esta toxicidaderrecpor meio de acgao direta do
gossipol e ndo por algum produto de sua biotram&fQéo.

Palavras-chave: algod&Bpssypiumfator Anti-nutricional



DETERMINATION OF GOSSYPOL EFFECTS ON THE ESTROUS CY CLE,
FOLLICULOGENESIS AND EARLY EMBRYONIC DEVELOPMENT OF
RODENT AND CHICKENS

GADELHA, I.C.N. Determination of gossypol effects on the estrous dg,
folliculogenesis and early embryonic development ofodent and chickensl34p.
Thesis (Master's degree In Animal Production andltt - Federal Rural University of
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ABSTRACT - Gossypol is a phenolic compound produced by prgrgi&ands in cotton
stems, leaves, seeds and flower bisssypiunspp). Cottonseed meal is a by-product
of cotton that is used for animal feeding becauserich in oil and proteins. However,
gossypol toxicity limits cottonseed use in animeéd. High concentrations of free
gossypol may be responsible for acute clinical sigh gossypol poisoning, the most
common toxic effect is a reduction in reproductadnmales and females. The objective
of this study was to evaluate the effects of goskiypthe estrous cycle, folliculogenesis
in vivo andin vitro and in developing embryas vitro rodent and chickens. For the first
experiment were used 24 Wistar rats divided into gwoups: a control group (saline
injection, subcutaneously) and the other treatedh wgossypol (25 mg/kg/day
subcutaneously) for 15 days. The rats were eutbdrafter the last day of treatment for
blood and fragments of ovaries, uterus and thyrBldod was collected for hormone
analysis by ELISA and the ovaries were collectadhistological study for qualitative
and quantitative evaluation of ovarian folliclesrFhe second experiment, it took 32
ovaries of female rats and mice and four chickéifsee ovaries of rats and mice,
chickens and fragments ovary cells were grown w24 culture plates containing 1
ml of culture medium specific. We tested four carications of gossypol: 0 (control),
5, 10 and 20 pg / ml. All plates were incubate@8%f C and 5% CO2 for 24 hours and
seven days. After incubation, the ovaries weredfiad processed for histological
analysis. For the third experiment, nulliparous &srBalb-C mice were superovulated
and then allocated to males. Next day, harvest ymshwas performed in 2-8 cell stage.
Sequential washes the tubes were performed to retm@vembryos on modified HTF.
Lots 5 - 8 are selected embryos collected and feenesl to new culture HTF medium
without HEPES supplemented with 10% FBS. Subsefu#mey were collected and
deposited into microdroplets (30 pL) medium sup@etad in 35x10 mm plates. The
embryos were cultured in medium without additiorgossypol (control group) or with
concentrations of 5, 10 and 20 pug / ml of gossyutuled to each drop. These droplets
were immersed in mineral oil and grown in a glassieowith 5% C@at 37 ° C for 24
hours. After the cultivation, the embryos were ratdi for the detection of ruptured
membranes and cells in cell death. It can be desngbssypol promotes degeneration
of ovarian follicles and embryolethality and thisxitity occurs by direct action of
gossypol and not a product of its biotransformation

Keywords: cottonGossypiumanti-nutritional factor
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1. CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1.1 REVISAO DE LITERATURA

1.1.1 Introdugéo

O algodao Gossypiunspp.), planta arborea da familia Malvaceae, foi ulam
primeiras plantas cultivadas pelo homem, que ogoh& mais de 4.000 anos. E
produzido principalmente para extracdo da fibréizatla na industria téxtil, e do oleo
da semente (SOTO-BLANCO, 2008; GADELHA et al., 201@ géneroGossypium
spp. inclui muitas espécies distribuidas por todoumdo, mas apenas quatro espécies
sao cultivadas para obtencéo da fibra de algo@assypium hirsuturh., Gossypium
barbadensel., Gossypium arboreunh. e Gossypium herbaceurh. A espécie de
algodao economicamente mais important&.€hirsutum responsavel por 90% do
algodao cultivado do mundo (BOREM et al., 2003%ibka de algod&o e a producio de
Oleo geram subprodutos ricos em energia e proteifiiaados na alimentacdo. No
entanto, esta planta contém um composto téxicassigol (SOTO-BLANCO, 2008;
GADELHA et al., 2014).

1.1.2 Gossipol

O gossipol € um composto fendlico que foi isoladtaprimeira vez em 1899.
O nome é oriundo do nome cientifico do género datplGossypiurjy associado com
a terminacao "ol" de fenol (SOTO-BLANCO, 2008; GALHA et al., 2014). Possui
peso de molecular 518,55 Dalton, é um pigmento @lmaeristalino, insolivel em agua
e hexano e solavel em acetona, cloroformio, étemetil etil cetona (butanona) e
parcialmente solavel em 6leos vegetais. A formulamica € GoH30Os, € a férmula
estrutural quimica é de 2,2’-bis(8-formil-1,6, Atdroxi-5-isopropil-3-metil-naftaleno)
(Figura 01) (ABOU-EDINBURGH, 1976; ROGERS et alQ02; SOTO-BLANCO,
2008; GADELHA et al., 2014).
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Figura 1 - Estrutura quimica, formula e formulawstral do gossipol.
Fonte: GADELHA et al., 2014

Esta substancia é produzida pelas glandulas deepipnto algodao presentes
nas raizes, caules, folhas, sementes e botdesrds.fAs glandulas de pigmento sdo
pequenas manchas negras distribuidas por toda rdaptdo algoddo, sendo as
concentracbes mais elevadas encontradas nas serfRE&ERS et al., 2002; SOTO-
BLANCO, 2008; ALEXANDER et al., 2008; GADELHA et.al2014). A semente do
G. barbadensgode conter até 34 g de gossipol/kg (PERCY etl@bg). Esta toxina
promove efeitos toxicos aos vertebrados, porémecerd planta resisténcia as pragas
(ROGERS et al.,, 2002; SOTO-BLANCO, 2008; ALEXANDEBRt al., 2008;
GADELHA et al., 2014). As glandulas produzem pigtasrfendlicos adicionais (pelo
menos 14), mas eles estdo em concentracbes maas lmpie o gossipol e possuem
pouca importancia toxicologica (SOTO-BLANCO, 20BADELHA et al., 2014).

O gossipol € uma mistura de dois enantiomerosg (+) gossipol (HRON et al.,
1999; LORDELO et al.,, 2005; SOTO-BLANCO, 2008; KAKA et al., 2010;
GADELHA et al., 2014). O enantibmero (-) de gosbki@eliminado mais lentamente
(WU et al., 1986), apesar de ser a forma mais gicdonente ativa. Por conseguinte, €
mais toxico do que o (+) gossipol (BAILEY et alQ(®; KAKANI et al, 2010). A
espécieGossypiumproduz ambos os enantibmeros em diferentes proger@ que €
geneticamente determinado (LORDELO et al., 2005;RDEBLO et al.,, 2007,
SCHEFFLER; ROMANO, 2008; SOTO-BLANCO, 2008; GADELHAal., 2014). Por
exemplo, a proporcao de (-) gossipol varia de 339,0% nas sementes da variedade
Upland (G. hirsutum (CALHOUN et al., 1995; STIPANOVIC et al., 2009)24,9 a
68,9% nas sementes @e barbadens¢éPERCY et al., 1996).



17

Foram observadas duas formas de gossipol nas @laatdforma livre e a
conjugada (ALEXANDER et al., 2008). A forma conjdgaé produzida através de
ligacdes covalentes do gossipol livre com grupcsl@pamino de lisina e arginina
(BRESSANI et al.,, 1964; FERNANDEZ et al.,, 1995; SOBLANCO, 2008;
GADELHA et al., 2014), por meio da reacdo de Mall§SOTO-BLANCO, 2008;
GADELHA et al., 2014). No entanto, esta reagcdo zedu disponibilidade de
aminoacidos para a absor¢cdo pelo animal e a liperx@ce ser a mais afetada
(FERNANDEZ et al., 1995).

A producdo de gossipol é influenciada por divera®res, incluindo as
condicdes meteoroldgicas e as diferentes espéa@eslgbddo. Considerando as
condi¢des climaticas, a producdo de gossipol dipasiente correlacionada com a taxa
de precipitacdo e negativamente correlacionadaactemperatura (PONS et al., 1953).
Em relacéo a variacdo entre as espécies de algp@adyarbadenséem concentracdes
de gossipol mais elevadas queGa hirsutum Por outro lado, o armazenamento de
algodao diminui levemente o teor de gossipol (S@IANCO, 2008; GADELHA et
al., 2014).

1.1.3 AgOes do gossipol

O teor de gossipol livre nas sementes de algodda gatre muitas variedades
de algoddo (RANDEL et al., 1992; ALEXANDER et &008), entre 0,02 e 6,64%
(PRICE et al.,, 1993). O algoddo pode conter nigeigeriores a 14.000 mg/kg de
gossipol total e 7.000 mg/kg de gossipol livre (MANDER et al., 2008). No entanto,
apos a extracdo do 6leo das sementes, até 0,6%lisptnivel para a extracdo de
solvente, mas cerca de 0,06% esta disponivel, peoaesso de extracdo envolver
pressdo mecanica e tratamento térmico (NICHOLSOM2p

Em adicdo aos seus efeitos nocivos, o gossipolus derivados tém um
potencial de utilizacdo terapéutica. Esses compagboesentaram ac#o vitro contra
alguns virus, como o virus da imunodeficiéncia en@OLSKY et al., 1989; YANG
et al., 2012) e o virus da gripe H5N1 (YANG et aD12; 2013), varias bactérias e
leveduras (MARGALITH, 1967; YILDIRIM-AKSOQY et al2004; TURCO et al., 2007;
ARINBASAROVA et al., 2012).

O gossipol € um composto promissor para 0 tratamedd leucemia
(BALAKRISHNAN et al., 2008), do linfoma (JOHNSON@8), do cancer de mama
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(WANG et al., 2000; VAN-POZNAK et al., 2001), do omha (HAN et al., 1987), do
cancer da proéstata (JIANG et al., 2012), e de sudmencas malignas (TUSZYNSKI;
COSSU, 1984; WU et al., 1989; BADAWY et al., 200D et al, 2007; YE et al.,
2007; CHIEN et al., 2012; HSIAO et al., 2012; WONGal., 2012). Além disso, foi
utilizado na China em 1970 para o tratamento demasouterinos, endometriose e

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

1.1.4 Toxicocinética

A taxa de absorcdo de gossipol € inversamente mriopal a quantidade de
ferro na dieta (HASCHEK et al., 1989), e a supletagfio dietética com sulfato ferroso
inativa o gossipol livre (BARRAZA et al., 1991). Blauminantes, a microbiota do
rumen pode promover a ligacado do gossipol livresiiitgp com proteinas (SCHNEIER
et al., 2002), mas néo se sabe, no momento, sena fgada pode ser absorvida pelos
intestinos ou se os microrganismos podem liberasigol livre a partir da forma ligada.
O gossipol absorvido acumula-se no figado (LINDS#Al., 1980) e nos rins (KIM et
al., 1996). A principal via de excrecdo desta sariisa é por meio da bile, que é entdo
eliminada através das fezes apds conjugacdo cocorghideos e sulfatos (ABOU-
DONIA et al.,, 1989; SOTO-BLANCO, 2008; GADELHA el.,a2014). Em ratos,
tratados por via oral, com 5 mg de ambas as fora@@micas de gossipol, 70,4 % de
(+) e 80,2 % de (-) gossipol foram excretadas eass no prazo de cinco dias, enquanto
qgue 2,30 % de (+) e 2,79 % de (-) gossipol forasretadas na urina (QIAO-QIN et al.,
1987). Pequenas quantidades também sdo excretadasap expirado (SOTO-
BLANCO, 2008). Pouca ou nenhuma quantidade de juolssi excretado pelo leite
(LINDSEY et al., 1980). Os tempos de meia vida)(tlo total de (+) e (-) gossipol em
ratos, ap0s uma dose Unica intravenosa, foi estimatho 25,26 horas e 10,53 horas,
respectivamente (QIAO-QIN et al., 1987).
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1.1.5 Intoxicacao por gossipol

A semente de algodao possui niveis suficientemeleteados de gossipol para
produzir intoxicacdo aguda. No entanto, o gossoduz efeitos cumulativos que
podem surgir repentinamente apos um periodo dst@geariavel, geralmente de um a
trés meses (EAGLE, 1950; PATTON et al., 1985; KERRBR89; SOTO-BLANCO,
2008; GADELHA et al., 2011, 2014). A intoxicagaor gmssipol tem sido relatada em
varias especies, incluindo frangos de corte (HENRHI., 2001), suinos (HASCHEK et
al., 1989), caes (WEST, 1940; UZAL et al., 2005)jnos (MORGAN et al., 1988) e
caprinos (LESTE et al., 1994). Os animais mono@g&sty como suinos, aves, peixes e
roedores, sdo mais suscetiveis a toxicidade dopgbs® que os ruminantes (RANDEL
et al, 1992; KENAR, 2006; ZHANG et al, 2007a; ALEXPER et al., 2009). Além
disso, 0s ruminantes jovens sdo mais sensiveisossipgl em comparacdo com 0s
ruminantes adultos (SOTO-BLANCO, 2008; GADELHA dt, £014); isso ocorre
porgue pode haver ligacdo desse fenol a protemélsido ruminal, tornando-o inativo.
Se a ingestédo de gossipol supera a capacidadesoostecacdo do ramen, o gossipol
livre pode ser absorvido em concentracdes perigemsasmo em animais ruminantes
adultos (WILLARD et al., 1995).

Os sinais gerais da intoxicacdo aguda sdo semethantre espécies de animais,
e incluem dificuldade respiratéria, diminuicdo dango de peso corporal, anorexia,
fraqueza, apatia e morte depois de varios dias et al., 1975; HOLMBERG et
al., 1988; MORGAN et al., 1988; KERR, 1989; RISCOak, 1992; ZELSKI et al.,
1995; FOMBAND; BRYANT, 2004; Alexander et al., 2009 morte subita é devido a
insuficiéncia cardiaca e foi relatada em bezeiHSL(MBERG et al., 1988; HUDSON
et al., 1988), cordeiros (MORGAN et al., 1988) excPATTON et al., 1985).

Os achados de necropsia em ruminantes incluem egengonar, liquido
amarelado no térax e cavidade peritoneal, gastaentnecrose hepatica centrolobular
e degeneracao hipertrofica das fibras cardiacas.b&zrerros, os principais achados
patolégicos sdo ascite, edema visceral, necrosegotmyular aguda dos hepatdcitos,
danos aos rins e lesdes cardiovasculares. A ootarde pneumonia é, provavelmente,
devido a uma sensibilidade maior a infec¢fes seuiasl(HOLMBERG et al., 1988;
MORGAN et al., 1988; RISCO et al., 1992; ZELSKhét 1995).

Os suinos podem apresentar taxa de ganho de pdsaida® anorexia,

dificuldade respiratoria, insuficiéncia cardiacasse e intolerancia a exercicios. Os
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achados de necropsia incluem acumulo de liquidocaa&lades corporais, edema e
congestéo no figado, pulméo e baco, e hipertrafidiaca com degeneracao de fibras
musculares (HASCHEK et al., 1989).

A anemia é frequentemente observada em animaigrmiwios com caroco de
algodéo. Isso ocorre porque o gossipol é um coro@sEmente reativo que se liga aos
minerais e aminodcidos. A ligagdo com o ferro foum complexo de ferro-gossipol,
que inibe a absorcdo desse metal. A deficiéncfarde afeta a eritropoiese (HERMAN;
SMITH, 1973; SKUTCHES et al., 1973; ABOU-EDINBURGH)76; LINDSEY et al.,
1980; PATTON et al., 1985; KERR, 1989; AKINGBEMIIRE, 1994; ANEJA et al.,
2003; SOTO-BLANCO, 2008; GADELHA et al., 2014). Alédisso, o gossipol
promove o aumento da fragilidade dos eritrocitdBIRSEY et al., 1980; MENA et al.,
2004; ZHANG et al., 2007a). O gossipol estimulargptese (morte de eritrocitos
semelhante & apoptose), por meio do aumento dialaates citosolica do CGae
contracdo da membrana das células, o que conpdrai a anemia (ZBIDAH et al.,
2012).

O gossipol também afeta o0 metabolismo da tirecid®NG; WONG, 1984;
RIKIHISA; LIN, 1989; LIN;RIKIHISA, 1990; UDOH et al 1992; EL-MOKADEM et
al., 2012). Alguns estudos com ratos machos (RIBAJILIN, 1989) e fémeas (LIN;
RIKIHISA, 1990) mostraram diminui¢cdo das concerfies;sanguineas de tiroxina (T4)
e trilodotironina (T3) em decorréncia da admingsia do gossipol. Por outro lado, a
administracdo do gossipol resultou em um aumensocdacentracdes séricas de T3,
mas sem afetar as de T4, em ratos (TANG; WONG, 18&8%Velhas (EL-MOKADEM
et al., 2012). A avaliacao histopatoldgica das djdes tireoideanas de ratos machos
que receberam doses de gossipol revelou degenedia@dar e atrofia (RIKIHISA;
LIN, 1989). As células tireotrdficas da glandultupéaria, que séo especializadas para a
sintese e secrecdo do TSH, apresentaram hipertngrplasia e degranulacdo apos a
administracao de gossipol em ratos (UDOH et ab2)1.9

Alguns sinais clinicos de intoxicacdo pelo gossipohm atribuidas a reducao
de antioxidantes nos tecidos e ao aumento da fénde espécies reativas do oxigénio,
que produzem peroxidacéo lipidica (FORNES et 8931 JANERO; BURGHARDT,
1988; KOVACIC, 2003). Em concentracdes elevadagpssipol também prejudica a
producao de energia a partir do metabolismo oxidapor meio da interferéncia com a
atividade enzimatica mitocondrial na cadeia desjparie de elétrons e fosforilacdo
oxidativa (MEKSONGSEE et al., 1970; ABOU- DONIA; BCKERT EDINBURGH,
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1974). Além disso, o gossipol diminui a forca datcacdo do coragcdo e a extensdo da
contracao de fibras cardiacas (WEI-MIN; URTHALERS8®).

1.1.6 Hepatotoxicidade

Além dos efeitos citados, o0 gossipol € um agenteatotoxico (Tabela 1)
(WANG,; LEI, 1987; HASCHEK et al., 1989; MANABE et.21991; DEORAS et al.,
1997; BLEVINS et al., 2010, KAKANI et al., 2010; INSECA et al., 2013). Ascite e
degeneracdo dos hepatdécitos (forte eosinofiligpl@smatica e picnose nuclear) foram
observadas em ratos que receberam uma dose Ummagaeiitoneal de 25 (DEORAS et
al., 1997) ou 30 mg/kg de peso corporal (FONSEC#.e2013).

Tabela 1: Estudos experimentais que relatam lesfética induzida por gossipol em
frangos,galinhas e ratos.

Animais Dose do gossipol Viade Duracédo do Referéncias
administracdo tratamento

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

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

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

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

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

PV: Peso vivo

Os ratos que receberam doses mais baixas de do€ktpmg/kg/dia, durante
quatro semanas, ou 30 mg/kg/dia durante duas ssinaeaonstraram alteragbes
morfologicas no figado, como foi observado por m#gomicroscopia eletrbnica, as
quais foram caracterizadas por vacuolizacdo mithgaly reticulo endoplasmatico
aumentado, espaco perinuclear expandido e prajderale fibras de colagenos no
espaco perissinusoidal (WANG et al., 2000; LEI, )9&rangos alimentados com dieta
contendo 0,1% de gossipol livre por 21 dias aptesem aumento na atividade da

gama-glutamiltransferase e esteatose hepatica (BIL&\et al., 2010). Frangos que



22

receberam uma dieta com 0,4% de gossipol totalnteir20 dias apresentaram maior
peso do figado (KAKANI et al., 2010).

1.1.7 Efeitos reprodutivos

O gossipol afeta a gametogénese masculina e feanenpromove degeneracéo
embrionaria (GADELHA et al., 2011, 2014). Na déca#al950, a China passou por
uma forte reducdo na taxa de natalidade humana aitasmareas rurais, onde a
populacdo se alimentava com 6leo de algodéao comtgassipol. Esta observacgao foi
associada a infertilidade masculina causada pealsiga presente no 6leo da semente
de algodado consumido (LIU, 1957). Diante disto,eefnol foi investigado para
utilizacdo como contraceptivo masculino em varistu@os experimentais (QIAN;
WANG, 1984; YU; CHAN, 1998; COUTINHO, 2002; DODOU al., 2005; CHANG
et al., 2011).

A toxicidade deste composto para a reproducdo dashos (Tabela 2) foi
relatada em diversos estudos que demonstraram b&édioi da espermatogénese,
caracterizada por diminuicdo na contagem, motiedae@ viabilidade dos
espermatozoides (HAHN et al., 1981; GAFVELS et #084; GU; ANDERSON,
1985; LAGERLOF; TONE 1985; HEYWOOD et al., 1985; ONGTHMMAKUN et
al., 1986; ZIRKLE et al, 1988; HONG et al., 1989ANDEL et al., 1992; FORNES et
al., 1993; CHENOWETH et al., 2004; BROCAS et ab97;, CHENOWETH et al.,
2000; YUAN; SHI, 2000; EL-SHARAKY et al., 2010). @feito antifertilidade
masculina € dose e tempo dependente. A infertdidazbrre por meio da inibicdo da
motilidade dos espermatozoides, diminuicdo da adr@gio espermatica, inducao de
lesdo mitocondrial especifica na cauda do espernoig® e danos ao epitélio
germinativo (RANDEL et al., 1992). Contudo, tai®itds sdo reversiveis quando a
ingestdo do gossipol é cessada (HASSAN et al.,)2@3dm disso, a administracdo de
gossipol para ratos machos nao interferiu no dedenvento embrionario e fetal da
prole de fémeas nao tratadas (BEAUDOIN, 1988).

Os efeitos deletérios sobre a reproducdo mascoéonaforam observados para
todos os animais alimentados com farelo de algdéidiocaprinos (NUNES et al., 2010)
e ovinos machos adultos (GUEDES; SOTO-BLANCO, 204dlipentados com uma

dieta contendo 0,5 kg/animal/dia de farelo de a@gopor 120 dias consecutivos, nao
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houve efeitos negativos sobre a qualidade do sémen,foi avaliada pelo volume

seminal e pela concentragéo, motilidade e anoraddisl dos espermatozoides.

Tabela 2: Alguns estudos experimentais descrevergloefeitos do gossipol na
reproducdo masculina de roedores e touros.

Animais Dose de gossipol Efeitos Referéncias
Hamsters 10 mg/kg PV/dia Degeneracao de espermaészo HAHN et al.,
1981
Ratos 20 mg/kg PV/dia Degeneracao de espermatazoide HAHN et al.,
1981
Camundongos 40 mg/kg PV/dia Sem alteracfes HAHN et al.,
1981
Ratos 25 mg/kg PV/dia Diminuicdo da espermatogéndsEYWOOD et
danos as células de Sertoli e tubulaes, 1985
seminiferos
Ratos 10 mg/kg PV/dia Degeneracédo tubular, redugiio GAFVELS et

concentracao de testosteronal., 1984
involugdo da prostata ventral e
vesicula seminal

Ratos 5, 10 and 20Diminuicdo do numero e motilidadeEL-

mg/kg PV/dia de espermatozoides, aumento &HARAKY et

namero de espermatozoides anormaid,, 2010
niveis Séricos reduzidos de
testosterona, LH e FSH

Touros 16,4 mg/kg Producdo de espermatozoides G@HENOWETH
PV/dia motilidade reduzidas, aumento dat al., 2000
propor¢édo de anormalidades na peca
intermediaria de espermatozoides

Touros 8 mg/kg PV/dia  Anormalidades primarias HASSAN et
secundarias de espermatozoidesd,, 2004
aumento do ndamero de
espermatozoides com vacuolos
proximais

O mecanismo dos danos causados aos espermatopeidegossipol ocorre
devido ao bloqueio da producéo e liberacdo de AfliRado por essas células (UENO
et al., 1988). Outro efeito do gossipol € a redud@eontetudo celular de -tubular em
espermatocitos e espermatides (TENG, 1997). Alésodo gossipol inibe o influxo de
calcio (BREITBART, 1984; BREITBART, 1989), e a atlade de Mg-ATPase e Ca-
Mg-ATPase nas membranas plasmaticas do espernddoZBREITBART et al.,
1984). Espermatozoides anormais ocorrem porquessifgm produz alteracdes ultra-
estruturais na membrana nuclear, nas mitocondriaso eeticulo endoplasmatico
(HAFFER, 1983; ARSHMAI;, RUTTLE, 1988; CHENOWETH eal., 2000;
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ROMUALDO; KLINEFELTER, 2002). Em suinos, em célulds Sertoli cultivadas, o
gossipol também diminui a atividade oxidativa eseadano ao DNA (ZHANG et al.,
2011). Em ratos alimentados com torta de algodém em gossipol, foi observada
expressao nuclear reduzida de receptores androgémc células de Leydig, células de
Sertoli e de células mioides (TIMURKAAN et al., 201

O gossipol também afeta a reproducdo do sexo femifliabela 3), sendo as
fémeas de ruminantes as mais tolerantes do quameesa$ nao-ruminantes (LIN et al.,
1985; BROCAS et al., 1997; RANDEL et al., 1992; GRét al., 1993), provavelmente
devido a desintoxicacdo ruminal. A exposicdo dasets a esta substancia tem sido
associada a interferéncia no ciclo estral, gestac&o desenvolvimento embrionario
inicial (RANDEL et al., 1992, 1996; GADELHA et aR011, 2014). Em roedores, o
gossipol interferiu no ciclo estral (LIN et al.,88 ADEYEMO; LONGE, 2007) e na
funcdo das células da granulosa em suinos (BASINdl.e 2009). Além disso, 0s
ovarios de novilhas alimentadas com farelo de @gdiveram menos foliculos antrais
(> 5 mm) do que as novilhas que consumiram fareleaja (RANDEL et al., 1996).
Também foi relatado que afeta a esteroidogénesensain vitro (GU et al., 1990; LIN
et al., 1994a), bem como a expansdocdmulose maturacdo nuclear de odcitos de
bovinos (LIN et al., 1994a).

Tabela 3: Estudos experimentais que descrevenetsstio gossipol na reproducao de
ratas e novilhas.

Animais Dose de Gossipol Efeitos Referéncias

Ratas 5 mg/kg PV/dia Diestro prolongado GU;ANDERSON
1985

Ratas 25 mg/kg/dia Niveis mais baixos dft®estradiol ~ LIN et al., 1985

Ratas 20 mg/kg/dia Ciclo estral irregular e longgmpo LAGERLOF,

prolongado para o acasalament®@ONE, 1985
diminuicdo da taxa de gestagao,
reducdo do numero de embribes
viaveis

Novilhas ~51 mg/kg PV/dia Nao houve interferénc@a ciclismo, GAMBILL;
na primeira concepg¢ao de ratas e RUMPHREY,

morfologia ovariana 1993
Novilhas 5g de gossipolRedugdo no numero de foliculoRANDEL et al.,
livre/animal/dia ovarianos >5 mm 1994

Estudos anteriores demonstraram que o gossipafaregeno desenvolvimento
embrionario (ZIRKLE; LIN, 1988; LIN, 1991; RANDELtal., 1992; BROCAS et al.,
1997; HERNANDEZ-CERON et al., 2005; VILLASENOR dt,&008). Na verdade,
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verificou-se que o gossipol pode chegar ao fluiderimo por meio da circulacao
sanguinea materna (VILLASENOR et al., 2008). Otefembriotdxico do gossipol foi
observado em estudosvitro (LIN et al., 1994b; BROCAS et al., 1997; VELASQUEZ
PEREIRA et al, 2003; HERNANDEZ-CERON et al., 2006LLASENOR et al.,
2008) ein vivo (LI et al., 1989; RANDEL et al., 1996; VELASQUEZREIRA et al.,
2003; VILLASENOR et al., 2008). A perda da gestagiiecoce promovido pelo
gossipol ndo se deve exclusivamente aos dano®gliaets embrides, mas também a
interferéncia na implantacdo do embrido (LIN, 1994Em disso, a administracédo
dessa substancia em ratas prenhes foi responsauaina reducao significativa do peso
corporal fetal, mas nao foram observadas anornudgltetais (SEIN; PHIL, 1986).

Provavelmente, o mecanismo de embriotoxicidadea$sigol ocorre por meio
da acao citotoxica direta sobre o embrido (LI et1#189; RANDEL et al., 1992). Esse
efeito citotoxico pode ser promovido por: (1) géimacle espécies reativas do oxigénio,
que induz o estresse oxidativo (FORNES et al., 199®RALES et al., 1999;
KOVACIC, 2003), (2) interrupcdo da comunicacao liogtular (HERVE et al., 1996),
(3) inducéo da apoptose (WANG et al., 2000; YURTE&AI., 2003; ERGUN et al.,
2004; CUI et al., 2004; MOON et al., 2008, 2010;NCHZ et al., 2010), ou (4) a
interferéncia no transporte i6nico nas membranameatando os niveis de calcio
intracelular (CHENG et al., 2003).

1.1.8 Imunotoxicidade

O gossipol pode causar uma reducdo do numero dmdiéns circulantes,
principalmente linfocitos, o que pode afetar a iowompeténcia do organismo
(BRAGA et al., 2012). Experimentos em ratos, tant@ivo comoin vitro, mostraram
atividade imunossupressora do gossipol que ocor&etar linfocitos por inibicdo da
proliferagcéo e inducdo de apoptose (QUINTANA et2000; XU et al., 2009). Os ratos
que receberam gossipol apresentaram reducdes icagjuds das populacbes de
linfécitos no timo e nos nédulos linfaticos meseiotis (SEIN; PHIL, 1986; SIJUN et
al, 2012), na populacdo de células totais do b&EdN; PHIL, 1986) e na capacidade
do sangue e células linfaticas para produzir arf@apos a imunizagdo de eritrocitos
de ovelhas (SEIN; PHIL, 1986; SIJUN et al., 20¥m disso, o baco e linfonodos de
camundongos que receberam gossipol apresentarammudifio na populacdo de

timocitos CD.. e aumento da populacéo de linfocitosgC{SIJUN et al., 2012).
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Em varios estudos, foi observado que o gossipelfere com a funcdo imune
dos linfécitos (XU et al, 1988; NAGALAKSHMI et al2001; PATTANAIK et al.,
2003; SIJUN et al.,, 2012). Ap6s a inoculacdo Bleicella abortus a producéo
especifica de anticorpos anti-Brucella foi prejadi& em cordeiros (NAGALAKSHMI
et al., 2001) e bezerros (PATTANAIK et al., 200Bin@ntados com farelo de algodéo.
Camundongos tratados com gossipol apresentaramr pesaucéo de IgM e IgG em
resposta a imunizacdo com eritrocitos de ovinodUBSlet al., 2012). Homens tratados
com gossipol, como um contraceptivo masculino, ssr&ram titulos reduzidos de IgG
gue podem estar relacionados aos danos produziddmfocitos (XU et al., 1988).

A proliferagéoin vitro de macréfagos de camundogos foi inibida pelo gossi
(SIJUN et al.,, 2012). Além disso, a adicdo de gmdésao meio de cultivo de
macrofagos peritoneais de ratos incubados inibinetabolismo do acido araquidénico
e a producéo de prostaglandinag(@HUCHI et al., 1988). Por outro lado, a quimiosax
de macrofagos induzida p&dwardsiella ictalurifoi aumentada em bagres do canal
(Ictalurus puctatups alimentados com semente de algodao (BARROS e2@02) ou
que receberam gossipol (YILDIRIM et al., 2003). Biatanto, estes peixes nao foram
afetados pelo gossipol em outro estudo (YILDIRIMKEOY et al., 2004). O gossipol
também aumentou a atividade da lisozima séricaareldo canal apds o desafio com
E. ictaluri (YILDIRIM et al., 2003; YILDIRIM-ALKSOQY et al, 204).

1.1.9 Medidas preventivas

As medidas preventivas envolvem o tratamento dodytos de algodao para
diminuir as concentracdes de gossipol livre porondkai utilizacdo de calor e pressao no
processamento destes produtos (Tabela 4). A sefgm@etica produziu variedades de
algodao desprovidas de glandulas produtoras depgbg5ISHER et al., 1988), mas
estas variedades sdo pouco cultivadas porque maongdio produtivas e sdo mais
vulneraveis a ataques de insetos (SOTO-BLANCO, 2@GSDELHA et al., 2014).
Uma alternativa € a selecéo e utilizacao de valeside algodao contendo um relativo
aumento na proporcao de (+) e (-) gossipol (BAILEY al., 2000). A Normativa
2002/32 da Uniao Europeia (2002L0032 - PT - 2024/2®2 017.001) afirma que as
concentragcdes maximas de gossipol livre para cate@godao sao 5.000 ppm, e 1.200
ppm para farelo ou torta de algodéo, e para rag@®pletas sdo 20 ppm para galinhas

poedeiras e leitdes, 60 ppm para coelhos e sulf@sppm para aves e bezerros e 500
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ppm para bovinos, ovinos e caprinos. Infelizmenfe ha esse tipo de exigéncia na
legislacéo brasileira.

O processamento de graos por meio de tratamemuctér(BRODERICK;
CRAIG, 1980; ARIELI, 1998) e o processo de extru$f®@FTSGER et al., 2000)
podem reduzir os niveis de gossipol livre nas séssede algoddo. No entanto, €
possivel que o conjugado formado possa liberar ssigol durante a digestao
(NOFTSGER et al., 2000). De fato, os animais alii@@os com dietas contendo carogo
de algoddo com concentracfes totais de gossipolelsantes, mas diferentes
concentracdes de gossipol livre tiveram semelhgosntidade de gossipol total no
plasma (NOFTSGER et al., 2000). Além disso, emlmopocesso de extrusédo tenha
reduzido a concentracdo de gossipol livre, masan&oncentracao total de gossipol,
pintos de corte alimentados com farelo de algoddugado mostrou diminuicdo do
ganho de peso corporal, aumento do consumo de rac&onversao alimentar
ineficiente (HENRY et al., 2001).

O tratamento do algod&o por radiagdo gama (JADDO&I.£1983; JO et al.,
2003; SHAWRANG et al., 2011) e irradiacado por feike elétrons (EBRAHIMI-
MAHMOUDABAD; TAGHINEJAD-ROUDBANEH, 2011; SHAWRANG ¢ al.,
2011) pode reduzir os niveis de gossipol livre f&e, a irradiacdo do gossipol reduziu
sua atividade pro-oxidativia vitro e sua embriotoxidade em camundongas (JO et al.,
2003). De fato, a irradiacdo ao gossipol retluzvitro a atividade pro-oxidativa e
embriotoxicidade em ratos (JO et al., 2003). O misocao de destruicdo do gossipol
pela radiacdo é desconhecido, mas especula-seogeespr resultado da agregacgéo de
moléculas de gossipol, ligacdo cruzada com out@éaulas e fragmentacdo ou quebra
direta  das moléculas (EBRAHIMI-MAHMOUDABAD,; TAGHINEAD-
ROUDBANEH, 2011). Por outro lado, a aplicacdo deiajrque € um procedimento
utilizado para reduzir os niveis de aflatoxina dimentos, aumenta a toxicidade do
farelo de algodéo em gado leiteiro (SMALLEY; BICKNE 1982).

Alguns fungos podem reduzir os niveis de gossipm de farelo de semente de
algodao por fermentacéao, incluindoAspergillus niger(SHI et al., 1998; ZHANG et
al., 2006; ZHANG et al., 2007b}spergillus oryzaglLIM; LEE, 2011), Candida
tropicalis (ZHANG et al., 2006; ZHANG et al., 2007b; WENG; Bl2006; ZHANG et
al., 2006),Saccharomyces cerevisid8HANG et al., 2006; ZHANG et al., 2007b) e
Geotrichum candidungSUN et al., 2008). O uso de farelo de algodaméstado para

alimentar os animais parece ser seguro (LIM; LE&L12 SUN et al, 2013); esses
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microrganismos podem ser utilizados no farelo dgpdido antes de alimentar os
animais, porém nao estdo comercialmente dispordtesmente.

A suplementacdo dietética com sulfato férrico reds concentracdes de
gossipol livre nos alimentos devido a ligacdo deste grupos reativos de gossipol,
formando um conjugado. A recomendacdo para a seplagio € 1 mol de gossipol
para cada mol de ferro, o que poderia aumentarivasnmaximos tolerveis de
gossipol de 50 para 150 ppm para aves poedeiras 1@ ppm para 400 ppm para
suinos e galinhas (SOTO-BLANCO, 2008). Outros eutes podem ser utilizados
como um suplemento alimentar para reduzir a digplaiade desta substancia.
Verificou-se que a suplementacédo da dieta com Hengelenito de sédio por dia em
ovinos adultos foi capaz de neutralizar a maioois €feitos téxicos do gossipol sobre a
qualidade do sémen (EL-MOKADEM et al., 2012). A lsapentacdo com vitamina E
na dieta na dose de 4000 IU/ touro/dia também rewes efeitos negativos do gossipol
sobre a producgédo e qualidade do sémen de tourosASQUEZ-PEREIRA et al.,
1998) e reduziu a fragilidade osmotica eritrocitdem novilhas (VELASQUEZ-
PEREIRA et al., 2002) promovidos pela alimentagéidadelo de algodéo.

Na tentativa de producdo de uma vacina, foi prattuzom um conjugado de
gossipol com albumina sérica bovina. Esse conjugatleziu a producédo de anticorpos
contra o0 gossipol em ratos, mas 0s animais imuagéaram mais sensiveis ao efeito
hepatotoxico agudo do gossipol (FONSECA et al. 3201
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Tabela 4: Medidas preventivas para reduzir a tdaoe do gossipol.

Procedimentos

Referéncias

Tratamento térmico
aguecimento
extrusao

Irradiacéo

irradiagcdo gama

irradiacéo por feixe de elétrons

Fermentacéo de fungos
Aspergillus niger

Aspergillus oryzae
Candida tropicalis

Saccharomyces cerevisae

Geotrichum candidum
Suplementacgéao nutricional

sulfato de ferro

selenito de sédio
vitamina E

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

JADDOU et al, 1983; JO
et al, 2003; SHAWRANG
etal., 2011

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

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

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

1.1.10 Consideracdes finais

A ingestao de gossipol presente na semente ded&@godeus produtos (torta e

farelo) pode promover intoxicacdo clinica, lesagétiea, toxicidade reprodutiva

masculina e feminina, e deficiéncia imunoldgicantdxicacdo aguda ndo € atualmente

um problema significativo, mas os danos reprodsticausam perdas econdmicas

importantes para a industria pecuéria. Embora @ittade reprodutiva masculina seja

bastante conhecida, existe uma necessidade deestados para compreender o dano

reprodutivo feminino promovido pelo gossipol. A inmioxicidade do gossipol esta

longe de ser completamente elucidada, mas essetimpade reduzir a resisténcia dos

animais as infecgdes e prejudicar a eficiénciavdasas. Além disso, extensa pesquisa
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sera necessaria para o desenvolvimento de tecaslotis 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 foleculogénesen vivo ein vitro

e no desenvolvimento de embridewitro de roedores e galinhas.

1.1.11.2 Especificos

e Avaliar a interferéncia do gossipol sobre o cidta de ratas Wistar;

» Determinar as alteragdes no perfil hormonal prochesipelo gossipol em ratas;

» [Estabelecer se ha interferéncia do gossipol sofoicalogénese em ratas;

 Comparar a toxicidaden vitro do gossipol em foliculos ovarianos de ratas,
camundongas e galinhas;

» Estabelecer se ha interferéncia no desenvolvimedé embrides de
camundongas cultivadas vitro pela exposi¢ao ao gossipol;

* Determinar se o gossipol pode afetar a integridzdelar e a viabilidade em

embrides de camundongas.
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2 CAPITULO 2 - GOSSIPOL PROMOVE DEGENERACAO DE FOLi CULOS
OVARIANOS DE RATAS

Gossipol promove degeneracao de foliculos ovariande ratas

2.1 RESUMO

RESUMO - O gossipol € bem conhecido por causar efeitascd® no sistema
reprodutor masculino, mas o0s seus efeitos sobreepaoducdo feminina foram
minimamente descritos e ndo estdo bem esclaredtigzesente estudo teve como
objetivo determinar se o gossipol interfere nocciektral e foliculogénese de ratas.
Vinte e quatro ratas Wistar foram distribuidas ens grupos iguais: um grupo controle
(injecdo de solucdo salina, por via subcutéanea)aatm tratado com gossipol (25
mg/kg/dia, por via subcutanea) durante 15 diasrakss sofreram eutanasia apdés o
altimo dia do tratamento para coleta de sangue &adgnentos de ovarios, Utero e
tireoide. As concentracdes séricas de estradiolggsterona, hormonio luteinizante
(LH), horménio foliculo-estimulante (FSH), tiroxinél4), triiodotironina (T3) e
horménio estimulador da tireoide (TSH) foram defeadas por ELISA. Os ovarios
foram coletados para estudo histolégico para ay@diaqualitativa e quantitativa dos
foliculos ovarianos. Os foliculos foram classificadde acordo com o estagio de
desenvolvimento (primordial, primario, secundario antral) e como normal ou
atrésico. Foi observado que o grupo tratado consiguls apresentou reducdo da
duragdo do estro, com um aumento na duracdo dadtaskestro. Além disto, este
composto foi responsavel por interferéncia hormomaidenciada pela reducdo nos
niveis séricos de T4 e progesterona. Cinco ratagyrdpo tratado apresentaram
hidrometra, assim como uma rata do grupo contfaeobservado que o gossipol foi
responsavel por uma reducao significativa no nurderéoliculos ovarianos normais e
um aumento significativo no ndmero de foliculosésitos, em todas as fases de
desenvolvimento. Em média, os ovarios de ratasrdpogcontrole apresentam 83,3%
de foliculos normais e 16,7% de foliculos atrésiemsjuanto que em ratas tratadas com
gossipol apresentaram 36,6% e 63,4%, respectivemEnt conclusdo, o gossipol foi
responséavel pela interferéncia no ciclo estraladasrcausando uma redu¢cdo no numero
de foliculos viaveis e alteracbes nos niveis hoaison

Palavras chaveitoxicologia reprodutiva, antifertilidade, ciclo edf reproducédo
feminina
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2.2 INTRODUCAO

O gossipol é um composto polifendlico produzideapeajlandulas de pigmento
presentes nas raizes, caules, folhas, sementdées lake flores de algodaGgssypium
spp). A funcdo deste composto € impedir que variestos alimentem-se da planta
(GADELHA et al., 2011, 2014). Os sinais de intoxi&a do gossipol incluem taxa de
diminuicdo do crescimento, anorexia e dispneia eimas (GADELHA et al., 2014).
Outros efeitos incluem danos aos hepatécitos (DE®R#al., 1997; FONSECA et al.,
2013) e citotoxicidade de linfocitos levando a imdeficiéncia (XU et al., 2009;
BRAGA et al., 2012; SONG et al., 2013).

A toxicidade do gossipol no sistema reprodutor miasc foi avaliada em
diversos estudos (ALEXANDER et al., 2008). Estassaiicia inibe a espermatogénese,
diminuindo a quantidade, a motilidade e a viabdielalos espermatozoides. O efeito da
infertilidade masculina é causado pela lesdo mitddal especifica na cauda do
espermatozoide e danos ao epitélio germinal (AKINGIt al., 2006; TAHA et al.,
2006; ROYCHOUDHURY et al., 2009; EL-SHARAKY et a2009). O mecanismo de
disturbios ao espermatozoide mediada pelo gossiphii a inibicdo da liberacédo e da
utilizagcdo do ATP pelas células esperméticas (AFASBROVA et al., 2012) e a
inibicdo do influxo de célcio e a atividade da Mgf*ase e da Ca-Mg-ATPase nas
membranas plasmaticas do espermatozoide (BREITB&RAL., 1984). Em cultivos de
células de Sertoli de suinos, o gossipol tambénindion a atividade da oxidase celular
e causou danos ao DNA (ZHANG et al., 2011). A réduda expressao nuclear de
receptores androgénicos foi observada em célulasyltig, células de Sertoli e células
mioides de ratos alimentados com farinha de caadecalgoddo rica em gossipol
(TIMURKAAN et al., 2011).

Apesar do gossipol ser conhecido como responsawelefeitos tdxicos ao
sistema reprodutor masculino, existem poucos estustibre os seus efeitos na
reproducdo feminina. A exposicdo da fémea ao golsdipi associada com a
interferéncia no ciclo estral, na gestacdo e ne&rdedvimento embrionario precoce
(GADELHA et al., 2011, 2014). O gossipol demonstadetar o ciclo estral de roedores
(LAGERLOF; TONE, 1985; LIN et al., 1985) e a funcdas células da granulosa de
suinos (BASINI et al., 2009). Além disto, o gossigfetou a esteroidogénese ovariana
in vitro (GU et al., 1990; LIN et al., 1994), bem como gansao do cumulus de

oocitos de bovinos e a maturacdo nuclear (LIN ¢t18194). O presente estudo teve
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como objetivo determinar se o gossipol interferecicdo estral e na foliculogénese
ovariana de ratas. Nosso trabalho também propdenmonielo experimental para
determinacao dos efeitos de substancias toxicae sametabolismo ovariano por meio

da classificacéo e quantificacdo do foliculo ovaria

2.3 MATERIAL E METODOS

2.3.1 Animais

Foram utilizadas 24 ratas Wistddttusnorvegicus), de 60 a 70 dias de vida,
pesando cerca de 120 g cada, oriundas do biotaridniversidade Federal Rural do
Semiarido (UFERSA), Mossord, RN. Durante todo dquky do estudo, as ratas foram
alojadas em gaiolas de plastico sob condi¢bes amalisecontroladas com um ciclo de
luz/escuro de 12 h e a uma temperatura de 24+3F08Cfornecida ragao (Labina,
Purina, Sdo Lourenco da Mata, PE, Brasil) e &ulidibitum Os estudos em animais
foram aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso dmaie da UFERSA (Parecer N°
31/2014, Processo N°23091.003576/2014-66) e foemtizados em conformidade com
0s padrdes éticos estabelecidos na Declaracdo Idmkiale 1964 e suas posteriores

alteracoes.

2.3.2Delineamento experimental

Antes de iniciar o experimento, o ciclo estral ddias foi monitorado duas vezes
por dia por meio de lavado vaginal durante setg cli@secutivos; somente as ratas que
exibiram ciclos estrais regulares foram utilizadasestudo. Vinte e quatro ratas foram
aleatoriamente e igualmente distribuidas em daipag: um grupo controle (tratados
com solucdo salina por via subcutanea) e um gmapado com gossipol (25 mg/kg/dia
por via subcutanea) durante 15 dias consecutivos.

Os lavados vaginais foram realizados em cada aniodgls os dias 07:00h-
9:00h e novamente 17:00h-18:00h, utilizando 20 plsolucdo de NaCl a 0,9%, com
auxilio de uma micropipeta automatica (Figura 1k Amostras coletadas foram

colocadas em laminas e analisadas em microscodidés proporcdes das células e
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morfologia foram utilizadas para a determinagéofdsss do ciclo estral, caracterizadas
como proestro, estro, metaestro e diestro (Figu(®2RCONDES et al., 2002).

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

<

Figura 2: Citologia de lavado vaginas de ratas denahtes fases do ciclo estral. (A)
Proestro, grande quantidade de células basaisbgsais. (B) Estro, presenca de
células queratinizadas. (C) Metaestro, reducadfiigtiva na quantidade de células
queratinizadas e inicio de infiltrac&o leucocitéfia) Diestro, grande quantidade de
células leucocitarias. Fonte: Arquivo pessoal

No dia seguinte ap6s a Ultima dose, as ratas foesmastesiados por
administracao intraperitonial de xilazina (5 mg/kggetamina (60 mg/kg), para coletar

0s ovarios, Utero, glandulas da tiroide e amosteasangue a partir da veia cava (Figura
3).
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Figura 3: Coleta de sangue através da puncao daaea caudal para analise
hormonal. Fonte: Arquivo pessoal

2.3.3Analise hormonal

Foram utilizados soros congelados para a deter@mndQs niveis séricos de
estradiol, progesterona, hormonio luteinizante (Liipxina (T4), triiodotironina (T3),
e hormonio estimulante da tiroide (TSH). Os niveiamonais foram determinados com
o auxilio de um analisador automatico ELISA (Elisyso, Human, Wiesbaden,

Alemanha) com kits especificos (RPC Diagnostic @yst Nizhny Novgorod, Russia).

2.3.4 Andlise morfolégica de foliculos ovarianos

Os ovarios de cada rata foram coletados e fixado$oemalina tamponada a
10%. Os cortes foram seccionados em 5 um de espessu intervalos de 60 um ao
longo do tecido, e corados com H & E.

Foi realizada a andlise histolégica, incluindo aaliagdo qualitativa e
guantitativa dos foliculos ovarianos. Os foliculoseam classificados de acordo com o
estagio de desenvolvimento como primordial, primarsecundario ou antral
(PEDERSEN; PETERS, 1968). Os foliculos primordfarem definidos como aqueles
gue apresentavam uma camada de células paviment@sagranulosa, foliculos
primérios apresentavam uma camada de células @shaid granulosa, foliculos
secundarios apresentavam mais de duas camadasulis @boides na granulosa e

foliculos antrais apresentavam a cavidade antrgii& 4).



Figura 4: Ovérios normais de ratas do grupo caatrmabstrando foliculos nas fases (A)
primordial, (B) primario, (C) secundario (H&E, Bars 25 um), e (D) antral (H&E,
Barra = 100 pm). Fonte: Arquivo pessoal.

Foliculos também foram classificados como normaisiésicos. Os foliculos
normais apresentaram uma forma regular e célulagatalosa bem organizadas, sem
sinais de atresia. Os foliculos atrésicos foranaatarizados por odécitos retraidos,
ndcleos picnoticos, descontinuidade da membranal bascélulas da granulosa
desorganizadas (ISRAELY et al., 2003; CAMBONI et 2005).

2.3.5 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram analisados estatisticamatilizando o software R
(versédo 3.0.0). A normalidade dos dados foi avaliattavés de um teste de Shapiro-
Wilk e a homogeneidade de variancia foi avaliadavas de um teste de F. O teste t de
Welch foi empregado para comparacdo das medias waloses de p<0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.
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2.4 RESULTADOS

N&o foram observados sinais clinicos de intoxicat@® ratas em estudo. Nao
houve diferenca significativa no peso corporalens grupos no primeiro e no ultimo
dia do experimento, mas o ganho de peso corporaidaificativamente (P <0,05)
menor em ratas tratadas com gossipol (Tabela 1).

Com relacdo ao ciclo estral, o tratamento com goksiaumentou
significativamente (P <0,05) a duracdo do diestiabgla 1). Por outro lado, ndo foram
observadas diferencas significantes nas demais ¢iseiclo estral.

Na necropsia, foi observada hidrometra em cincasragtatadas com gossipol e
em uma rata do grupo controle. Ndo foram encondrddades histolégicas nas

glandulas tiroideanas ou no Utero das ratas.

Tabela 1: Peso corporal, ganho de peso corporagfamas) e duracdo (em horas) das
fases do ciclo estral de ratas tratadas com gdg@pang/kg/dia) ou 0,9% de solugao
salina (grupo controle) por via subcutanea duraBtdias consecutivos.

Controle Gossipol Valor deP!
(n=12) (n=12)
Peso corporal (g)
Dia 0 190,4+4,32 192,2+7,62 n.s.
Dia 15 197,5+2,91 186,7+6,15 n.s.
Ganho de peso 7,08+2,07 -5,568+2,43 0,0006792
corporal (g)
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.

! teste t de Welch

n.s.: ndo significanteP(> 0.05)

Nossos resultados também verificaram que o gosd@otesponséavel pela
interferéncia hormonal, caracterizada por signifveareducédo (P <0,05) dos niveis
séricos T4 e progesterona e um aumento signifwafi <0,05) da relacdo T3/T4
(Tabela 2). Por outro lado, no grupo tratado cossigpml ndo foram afetados os niveis
séricos de T3, TSH, LH e estradiol.

Tabela 2: Concentracées de estradiol, progesterbaemoénio luteinizante (LH),
tiroxina (T4), triiodotironina (T3), e hormonio @sulante da tiroide (TSH) em soro de
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ratas tratadas com gossipol (25 mg/kg/dia) ou solgalina a 0,9% (grupo controle)
por via subcutanea durante 15 dias consecutivos.

Controle Gossipol Valor deP*
(n=12) (n=12)

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.
Relacéo T3/T4 2,62+0,19 4,62+ 0,77 0,02635
TSH (u1U/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.

! teste t de Welch

n.s.: ndo significanté”&0,05)

Além disso, o tratamento com gossipol foi respoesgor uma reducdo

significativa (P<0,05) do numero de foliculos osans normais e um aumento

significativo (P<0,05) no numero de foliculos aités, em todas as fases de

desenvolvimento (Tabela 3 e Figura 5). Em médiavasios de ratas do grupo controle

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

ratas tratadas com gossipol tiveram taxas de incidé&e foliculos normais e atrésicos

de 36,6% e 63,4%, respectivamente.
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Tabela 3: Populacdes de foliculos ovarianos des ratatadas com gossipol (25
mg/kg/dia) ou solucéo salina a 0,9% (grupo contrplar via subcutanea durante 15

dias consecutivos.

Foliculos Controle (n=12) Gossipol (n=12) ValorRfe
Numero de foliculos normais

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

Primério 115,5+14,8 49,0+5,03 0,0008635

Secundéario 62,6+11,3 20,1+4,54 0,003426

Antral 55,8+6,52 14,5+3,71 <0,0001

Total 575,6151,8 206,2+27,9 <0,0001
Numero de foliculos atrésicos

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

Primario 22,542,32 65,8+6,99 <0,0001

Secundario 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
Proporcao de foliculos (em %)

Normal 82,2+2,05 36,6+1,73 <0,0001

Atrésico 17,8+2,05 63,4+1,73 <0,0001

Numero total de foliculos
Total 694,7+54,5 551,6+57,2 n.s.

! teste t de Welch
n.s.: ndo significanteP(> 0,05)
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Figura 5: (A) Ovarios de ratas tratadas com gossip@sentando atresia nos foliculos
antrais (H&E, Barra = 100 pm). (B) Foliculos primo&ratrésicos de uma rata tratada
com gossipol (H&E, Barra = 25 um). Fonte: Arquivaspoal.

2.5 DISCUSSAO

Foi verificado que o tratamento com o gossipol lteslem aumento na duracao
das fases de diestro e metaestro (cerca de 11&4e Gos controles, respectivamente)
e reducdo da duracdao dos estagios de proestrore (astbos cerca de 81% dos
controles). Interferéncias no ciclo estral tambéaramh observadas por outros
(LAGERLOF; TONE, 1985; LIN et al., 1985). Em ratasadministragdo de 20 mg/kg
de gossipol-acido acético, oralmente durante 66 @iAGERLOF; TONE, 1985) e de
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25 mg/kg de gossipol-acido acético administradavas de injecao intramuscular de 3 a
5 dias (LIN et al., 1985), causando ciclos estmongados e irregulares. As ratas
tratadas com doses de 60 mg/kg de gossipol-acitacaaurante 30 dias apresentaram
nameros reduzidos de ciclos estrais, o que naagecquando foram tratadas com 40
mg/kg de gossipol (BENDER et al., 1988). De modmelbante ao nosso estudo, a
percentagem de animais em diestro foi maior ens ratdadas com 5 ou 10 mg de
gossipol/kg/dia, por via subcutanea durante 20 {zd; ANDERSON, 1985). Por
outro lado, o tratamento com gossipol ndo demomstemhum efeito sobre a ovulacéo
em ratas (HAHN et al., 1981), e ndo alterou ososi@strais em hamsters (WU et al.,
1981).

No presente estudo, foi verificado que o gossipaisponsavel por interferéncia
hormonal, como evidenciado pelos niveis séricogzidds de progesterona e T4, e um
aumento da proporcédo T3/T4. Reducdo nos niveisoséde progesterona foi relatado
em ratas que receberam 25 mg/kg de gossipol-aciélica por injecdo intramuscular
durante 3 a 5 dias (LIN et al., 1985) e em rataslpes, com administracéo por via oral
de 60, 90 e 120 mg/kg/dia de gossipol-acido acétosoprimeiros 10 dias apds o coito
(YANG; WU, 1987). Os dados dos estudasvitro indicam que o gossipol inibe a
secrecdo de progesterona em células Iuteas (GUJ &080; NAI-GONG et al., 1987),
células da granulosa de foliculos pequenos (VRANGatAal., 1999) e complexos
cumulus-odcito isoladas de grandes foliculos attai suinos (KOLENA et al., 2001).
Véarios mecanismos podem estar envolvidos na irobd#@ sintese de progesterona,
incluindo a inibicdo da adenilato-ciclase (LIN &t 4985; NAI-GONG et al., 1987) e
3p-hidroxiesterbide-desidrogenase (GU et al., 1986jn como a producdo de oOxido
nitrico (VRANOVA et al., 1999). Assim, a interfed@a da esteroidegénese ovariana
pode ser o mecanismo pelo qual o gossipol interfereclo estral.

O gossipol é também um composto anti-tiroidiand<(RISA; LIN., 1989; LIN
et al., 1990). As ratas do presente estudo apasemreducdo nos niveis séricos de T4
livre e um aumento da relacéo T3/T4. Estudos amticom ratos machos (RIKIHISA,;
LIN, 1989) e fémeas (LIN et al., 1990) mostraramiduicdo dos niveis sanguineos de
T4 livre e T3 apo0s administracdo de gossipol-ae@dético. Aléem disso, a avaliacao
histopatolégica das glandulas da tiroide de rad@slou degeneracao e atrofia folicular
(RIKIHISA; LIN, 1989), mas nenhuma alteracdo hiégita foi observada na glandula
tireoide em nosso estudo. Niveis reduzidos de T3bémn foram observados em

coelhos, mas esta reducao foi revertida quandcsageon foi interrompida (TAHA et
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al., 2006). No entanto, outros trabalhos verifioargue a administracdo de gossipol
resultou em aumento dos niveis séricos de T3, $atiar 34, em ratos (TANG; WONG,
1984) e ovelhas (EL-MOKADEM et al., 2012). As céhultireotréficas da glandula
pituitaria, que sdo especializadas em sintese eecgec do TSH, apresentaram
hipertrofia, hiperplasia e degranulacdo apos a midtracdo de acetato de gossipol em
ratos (UDOH et al., 1992). Este achado difere dissos resultados, que indicam que
os niveis de TSH nao foram afetados pelo tratanmgudsipol. Embora estes resultados
sejam conflitantes, ha um consenso geral de qussigpl interfira no metabolismo da
glandula tireoide, mas 0 mecanismo € incerto.

O tratamento com gossipol foi também responsaval pma reducao
significativa no nimero de foliculos normais e wmanto significativo do niumero de
foliculos atrésicos em todas as fases de desemaio. Em média, os ovarios das
ratas do grupo controle apresentaram 82,2% deufoticnormais e 17,8% foliculos
atrésicos, enquanto que as ratas tratadas compgbsisieram 36,6% de foliculos
normais e 63,4% foliculos atrésicos. Em decorrédgifratamento com gossipol, todos
0s tipos de células foliculares normais foram rethszem cerca de um terco e os tipos
de células atrésicas foram aumentados em cerceesledzes. No mesmo sentido, o
peso ovariano foi reduzido em ratas tratadas cam 50 mg de gossipol/kg/dia por via
subcutanea durante 20 dias (GU; ANDERSON., 1986}. dutro lado, ndo foram
encontradas lesfGes patolégicas nos ovarios de trataslas com 40 ou 60 mg/kg de
gossipol-acido acético por 30 dias (BENDER et E88). No entanto, em ambos 0s
estudos (GU; ANDERSON., 1985; BENDER et al., 19&8),foliculos ovarianos nédo
foram classificados nem contados. Assim, a clasgifio e a contagem de foliculos
ovarianos usados em nosso estudo podem ser uraanéra Util para o estudo de
compostos que potencialmente afetem a gametogfamsena.

Em fémeas mamiferas, o niumero de foliculos primaggdio ovario é fixado no
momento do nascimento. Os foliculos primordiais edeslvem-se em foliculos
primarios, secundarios e antrais em um processtincane irreversivel. O dano aos
foliculos primarios, secundarios e antrais podarevinfertilidade temporaria, quando
os foliculos primordiais ndo forem afetados. Potrmuado, a lesdo dos foliculos
primordiais pode resultar em infertilidade permdeettevido a eventual deplecdo do
conjunto destes foliculos (HIRSHFIELD, 1997). Potta é possivel especular que a
exposicao ao gossipol possa reduzir a reservalielfs nos ovarios, prejudicando a

fertilidade feminina. No entanto, o gossipol ndeepa ser uma droga potente para
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promover a castracdo quimica de fémeas devido togitgdade, que no nosso estudo
foi evidenciada pela perda de peso corporal.

Em um experiment@n vitro com células da granulosa de suinos, foi observado
que o gossipol inibiu a atividade esteroidogénica estado redox e estimulou a
producao do fator de crescimento endotelial vas¢BIASINI et al., 2009). Além disso,

0 gossipol apresentou atividade citotdéxica e apmgtéoem linhagens celulares de
carcinoma de ovario (ATMACA et al., 2009; WANG ¢t 2013). Devido ao aumento
da atresia folicular, a foliculogénese pode sermsuente afetada pela acdo deste
composto, reduzindo drasticamente a taxa de coéoepas fémeas expostas. Na
verdade, as ratas que receberam 20 mg/kg/dia dgpgbacido acético durante 60 dias
apresentaram prolongamento do tempo para o acas#l@nmuma taxa reduzida de
prenhez e de embriGes viaveis quando comparadososonontroles (LAGERLOF;
TONE, 1985). Alem disso, é provavel que as fémegmstas terdo senescéncia
reprodutiva precoce.

Uma observacéo interessante feita na necropsia fmorréncia de hidrometra
em cinco ratas do grupo tratado com gossipol e tate do grupo controle. Alta
incidéncia de infertilidade e atrofia do Utero @diservada em mulheres expostas ao
gossipol através da ingestdo de 6leo de algod&himea (ALEXANDER et al., 2008).
Assim, o aumento da frequéncia de hidrometra devei®s dos efeitos do gossipol, 0
que provavelmente contribuiu para a infertilidadsess démeas expostas através da

ingestao de sementes de algodéo.

2.6 CONCLUSOES

O tratamento com gossipol foi responsavel por fieténcia no ciclo estral de
ratas. Esta interferéncia ocorreu em decorrénciaedacdo do numero de foliculos
viaveis, bem como as alteracdes hormonais, que npoafetar negativamente a
reproducdo feminina. Os resultados do presented@stoostram a relevancia da
classificacéo e quantificacéo dos foliculos ovarsaassociadas a determinacédo do ciclo
estral para a avaliacdo da toxicidade reprodutasafémeas, especialmente em estudos
gue visem determinar os efeitos de substanciaxa®xsobre o metabolismo dos

ovarios.
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3 CAPITULO 3 — ESTUDO COMPARATIVO IN VITRO DA ACAO DO
GOSSIPOL SOBRE FOLICULOS OVARIANOS DE ROEDORES E GALINHAS

Estudo comparativoin vitro da acéo do gossipol sobre foliculos ovarianos de

roedores e galinhas

3.1 RESUMO

RESUMO: O gossipol interfere na reproducdo, causando damos
espermatozoides, prolongando as fases do ciclal estpromovendo letalidade
embrionaria. Galinhas expostas a este composteayen reducdo na producao
dos ovos. Em ratas, foi verificado que a adminggtbado gossipol promove
degeneracédo dos foliculos ovarianos, mas nao s salesse efeito € direto ou
indireto. Desta forma, o objetivo deste trabalhdeterminar se ha interferéncia do
gossipol sobre a foliculogénesevitro em ratas, camundongas e galinhas. Foram
obtidos 32 ovarios de ratas e camundongas e giefgalinhas. Os ovarios das ratas
e de camundongas, e fragmentos dos ovarios déngalforam cultivadas em placas
de 24 pocgos de cultura de células contendo 1 mhele de cultura (meia-MEM
suplementado com 2,0 mM de glutamina, 2,0 mM dexaptina, 1,25 mg/ml de
albumina sérica bovina e 50 ug/mL de acido ascoybiEoram testadas quatro
concentracdes de gossipol: 0 (controle), 5, 10 edIML. Todas as placas foram
incubadas a 39 °C e 5% de £@urante 24 horas e sete dias. Apés a incubacao, os
ovarios foram fixados e processados para analseldgica. Os foliculos foram
classificados de acordo com o estagio de desemvehto e como vidveis ou
atrésicos. Foi verificado que todas as concentgagiEe gossipol aumentaram as
proporcdes de foliculos atrésicos em todas as fdsetesenvolvimento de ambas
espécies, sendo proporcionalmente mais intensadse das galinhas do que em
ratas e camundongas. Assim, o gossipol pode atBtatamente a maturacdo
folicular, interferindo na fertilidade feminina. Nwesente estudo o melhor modelo
experimental para a avaliagdo vitro dos efeitos toxicos do gossipol sobre os
foliculos ovarianos revelou ser com ovarios dengjals.

Palavras chave: foliculogénese, infertilidade, mgar
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3.2 INTRODUCAO

O gossipol é um composto polifendlico produzideapeajlandulas de pigmento
presentes nas raizes, caules, folhas, semente®es lwrais do algodadspssypium
spp). Esta planta € largamente cultivada para gémlwa fibra, empregada pela
industria téxtil, e do dleo, utilizado como alimerg biocombustivel. Apds a extracédo
destes produtos, sdo obtidos os subprodutos cafagdo e torta de algod&o. Estes
subprodutos sdo muito utilizados para alimentagémad, principalmente animais de
producdo, pois sao altamente nutritivos e possuaixobcusto (GADELHA et al.,
2014a).

A toxicidade deste composto para a reproducdo dmshos foi descrita por
diversos autores (CHENOWETH et al., 2004; EL-SHARA#: al., 2010; GADELHA
et al., 2014a). A infertilidade ocorre por meio dabicdo da motilidade dos
espermatozoides, diminuicdo da concentracdo espeamnainducdo de lesdo
mitocondrial especifica na cauda do espermatozeidanos ao epitélio germinativo
(RANDEL et al., 1992). Contudo, tais efeitos sawersiveis quando a ingestdao do
gossipol é cessada (HASSAN et al., 2004).

Ao contrario do que ocorre com machos, a toxicidageodutiva do gossipol
para as fémeas foi pouco estudada. Neste senideerificado que fémeas expostas a
este composto podem apresentar interferéncia mo estral de roedores (LIN et al.,
1985; ADEYEMO; LONGE, 2007; GADELHA et al., 2014ma funcéo das células da
granulosa em suinos (BASINI et al., 2009), na géstae no desenvolvimento
embrionério inicial (RANDEL et al., 1992, 1996; GEDHA et al., 2011, 2014a,b).
Além disso, os ovarios de novilhas alimentadas odarelo de algodao tiveram menor
namero de foliculos grandes (> 5 mm) do que aslmawique consumiram farelo de
soja (RANDEL et al., 1996). Ratas tratadas com igoksapresentaram uma reducao
significativa no numero de foliculos normais e ummanto significante do nimero de
foliculos atrésicos em todas as fases de desemaio. Em média, os ovarios das
ratas do grupo controle apresentaram 83,3% deufoticnormais e 16,7% foliculos
atrésicos, enquanto que as ratas tratadas compgbssieram 36,6% de foliculos
normais e 63,4% foliculos atrésicos (GADELHA et &014b). E provavel que o
gossipol possa afetar diretamente os foliculosianwas, mas esta hipétese ainda néao foi

confirmada experimentalmente.
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Em galinhas poedeiras alimentadas com farelo dedatg o gossipol residual
foi responsavel por redugcédo na producdo (REID .et1887; FITZSIMMONS et al.,
1989; PANIGRAHI et al., 1989) e peso dos ovos (PBRAHI et al., 1989), além de
promover alteracdo na coloracdo da gema e/ou ¢la@RDELO et al.,, 2007;
PANIGRAHI et al., 1989; PANIGRAHI; HAMMONDS, 1990PANIGRAHI, 1992;
PANIGRAHI; PLUMB, 1996). A completa interrupcdo dastura também foi descrita
(FITZSIMMONS et al., 1989). No entanto, nenhum &b até o momento determinou
se 0 gossipol afeta os foliculos ovarianos daslgadi.

Desta forma, o presente estudo teve como objetdtermiinar se o gossipol
interfere nos foliculos ovarian@s vitro de ratas, camundongas e galinhas, por meio da
classificacdo e quantificacdo de foliculos, obseefaito dose-resposta e comparar 0s

resultados entre as espécies em estudo.

3.3 MATERIAL E METODOS

3.3.1 Animais

Foram utilizadas 16 ratas Wistar adultas e 16 cdongas da linhagem Balb-C
adultas, oriundas do biotério da Universidade Estadlo Rio Grande do Norte
(UERN), Mossor6, RN. Durante todo o periodo do dstias ratas foram alojadas em
gaiolas de plastico sob condi¢cdes ambientais daime com um ciclo de luz/escuro de
12 horas e temperatura de 2443 °C. A alimentacidfeita com racéo especifica para as
ratas (Labina, Purina, S&o Lourenco da Mata, P&siBre camundongas (Nuvilab CR1,
Sogorb, Séo Paulo, SP, Brasil), e a agua foi aftaea libitum

Também foram utilizadas quatro galinhas da racataBafggalinhas exoticas
pequenas), oriundas de uma criagdo caipira em liimma® Norte, CE. Os animais
eram criados soltos e a alimentacéo era suplensentad farelo de milho.

As ratas e as camundongas foram anestesiadas (B§ degxilazina e 70 mg/kg
cetamina) e posteriormente sacrificadas por exsaagnento, enquanto as galinhas
foram sacrificadas por deslocamento cervical. Fooatidos 32 ovarios de ratas e de
camundongas, e quatro de galinhas, que foram m®leoim o auxilio de instrumentos
cirurgicos em condi¢des assépticas. ApOs a cadstayarios foram lavados em alcool
70% e, em seguida, duas vezeseMEM Meio Essencial Minimo alfa acrescido de

antibioticos (100 pg/mL de penicilina e 100 pg/ne_adtreptomicina).
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3.3.2 Cultivo dos ovérios

Os ovérios coletados das ratas e camundongas, fuiginados em placas de 24
pocos de cultivo de células contendo 1,0 mL de nusocultivo (meioa-MEM,
suplementado com glutamina 2,0 mM, 2,0 mM de hiptira, 1,25 mg/mL de
albumina de soro bovino-BSA e 5@/mL de ascorbico acido). Foram testados em
quatro concentragdes de gossipol: 0 (controle)0% 20ug/mL. Todas as placas foram
incubadas a 39°C e 5% de £(@anasonic C@®Incubator MCO-18AC) durante 24
horas e durante sete dias. O meio de cultivo fobvado a cada 2 dias. Apos a
incubacgédo, os ovarios foram fixados em Carnoy (6@&tanol, 30% de cloroférmio e
10% de acido acético glacial) por 12 horas, emidagem alcool 70% e processados
para analise histologica apdés coloracdo por herntiatwxe eosina. Os foliculos
ovarianos foram classificados de acordo com o iestdg desenvolvimento como
primordial, transi¢cdo, primario, secundario ou antiOs foliculos também foram
classificados como viaveis ou atrésicos. Os fabigwliaveis apresentaram um formato
regular e células da granulosa organizadas, seas sie atresia. Os foliculos atrésicos
foram caracterizados por od6citos retraidos, nugenético, membrana basal
interrompida e células da granulosa desorganizadas.

Os ovarios das galinhas foram fragmentados comli@audé instrumentos
cirdrgicos e laminas de bisturi estéreis. Um fragimele ovario foi fixado em solucéo
de Carnoy durante 12 horas (para contmolsitu) para analise histol6gica. Os outros

fragmentos foram cultivados da mesma forma aosas/das ratas.

3.3.3 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados estatisticametilizado o software R
(versdo 3.0.3) (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2009). fksquéncias de foliculos
viaveis e atrésicos totais e de cada tipo de falifaram comparadas utilizando o teste

exato de Fisher. O nivel de significancia foi estatido comd® < 0,05.
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3.4 RESULTADOS

3.4.1 Ratas

As proporcdes das diferentes classes de foliculagamos de ratas cultivados
na auséncia (controle) e em diferentes concentsad@egossipol (5, 10 e p@/ml) por
24 horas e sete dias estdo apresentados nas ThleeRagespectivamente. A frequéncia
de foliculos ovarianos atrésicos totais foi sigaifitemente K < 0,05) maior nos
tratamentos com gossipol do que no grupo conttal@o no cultivo por 24 horas
quanto por sete dias. Em média, os fragmentos ana@si do grupo controle
apresentaram 57,6% de foliculos viaveis e 42,496l@®ilos atrésicos, enquanto que 0s
fragmentos ovarianos submetidos ao gossipol naseotmacdes de 5, 10 e 20 pg/mL
por 24 horas obtiveram 62,9%; 78,1% e 75,2% deulds atrésicos, respectivamente.
Esta quantidade aumentou para 76,9%; 77,6% e 7@8el¥6liculos atrésicos quando
cultivados com gossipol nas mesmas concentra¢c@esefmdias, sendo 40,5% no grupo
controle. O numero de foliculos ovarianos primagdfai insuficiente para a realizacao
da andlise estatistica. Nos demais tipos de folécalarianos, a maior frequéncia de
foliculos atrésicos e consequente menor frequéteifoliculos viaveis apresentaram
diferenca estatisticamente significanie<{ 0,05) nos dois tempos de incubacéo, exceto

os foliculos primarios apés incubacgéo por 24 horas.
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Tabela 1: Frequéncias (em %) de foliculos ovariaamsovarios de ratas cultivados
com diferentes concentracdes de gossipol (0, & 2@ug/ml) por 24 horas.

Foliculos Gossipol (em pg/ml) p@
0 5 10 20
Primordiais
viaveis 33,3 (1/3) 81,8 (9/11) 0 25 (4/16) n.d.
atrésicos 66,6 (2/3) 17,2 (2/11) 0 75 (12/16)
Transicao
viaveis 68,4 (13/19) 77,8 (14/18) 25 (2/8) 22,7 (5/22) <0,001
atrésicos 31,6 (6/19) 22,2 (4/18) 75 (6/8) 77,3 (17/22)
Primarios
viaveis 85,7 (24/28) 55,2 (16/29) 50 (15/30) 45,5(15/33) n.s.
atrésicos 14,3 (4/28) 44,8 (13/29) 50 (15/30) 54,5 (18/33)
Secundarios
viaveis 48,5 (33/68) 28,1(18/64) 19,1 (18/94) 24,6 (15/61) <0,001
atrésicos 51,5 (35/68) 71,9 (46/64) 80,9 (76/94) 75,4 (46/61)
Antrais
viaveis 35,7 (5/14) 11,1 (5/45) 0 3,4 (1/29) <0,01
atrésicos 64,3 (9/14) 88,9 (40/45) 100 (28/28) 96,6 (28/29)
Total

vidveis 57,6 (76/132) 37,1 (62/167) 21,9 (35/160) 24,8 (40/161) <0,0001

atrésicos 42,4 (56/132)

62,9
(105/167)

78,1
(125/160)

75,2
(121/161)

& Teste Exato de Fisher; n.d.: ndo determinada; més. significanteR > 0,05)

Tabela 2: Frequéncias (em %) de foliculos ovariagmasovarios de ratas cultivados
com diferentes concentracdes de gossipol (0, & 20ug/ml) por sete dias.

Foliculos Gossipol (em pg/ml) p@
0 5 10 20
Primordiais
viaveis 0 0 30 (3/10) 0 n.d.
atrésicos 0 0 70 (7/10) 100 (1/1)
Transicao
viaveis 95,2 (20/21) 38,1(8/21) 38,5(10/26) 25 (6/24) <0,0001
atrésicos 4,8 (1/21) 61,9 (13/21) 61,5 (16/26) 75 (18/24)
Primarios
viaveis 85,2 (23/27) 53,3 (16/30) 44,4 (16/36) 36,6 (15/41) <0,001
atrésicos 14,8 (4/27) 46,7 (14/30) 55,6 (20/36) 63,4 (26/41)
Secundarios
viaveis 43,3 (26/60) 14,8 (12/81) 10 (5/50) 17,1 (12/70) <0,0001
atrésicos 56,7 (34/60) 85,2 (69/81) 90 (50/90) 82,9 (58/70)
Antrais
viaveis 23,1 (3/13) 3,6 (1/28) 0 0 <0,01
atrésicos 76,9 (10/13) 94,4 (27/28) 100 (30/30) 100 (24/24)
Total

vidveis 59,5 (72/121) 23,1 (37/160) 22,4 (34/152) 20,6 (22/160) <0,0001

atrésicos 40,5 (49/121)

76,9
(123/160)

77,6
(118/152)

79,4
(127/160)

2 Teste Exato de Fisher; n.d.: ndo determinado
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3.4.2 Camundongas

Os foliculos ovarianos de camundongas cultivadgsdifarentes concentracdes
de gossipol (0, 5, 10 e 2@/ml) por 24 horas e sete dias estdo apresenmadobabelas
3 e 4, respectivamente.

Os foliculos classificados como viaveis e atrésiepsesentaram diferenca
significante P < 0,05) na percentagem total, sendo maior o nuertrésicos do que
nos tratamentos com gossipol, tanto no cultivo brhoras quanto por sete dias. A
amostra de foliculos ovarianos primordiais foi fitsente para a realizada da analise
estatistica, e a de antrais néo foi significanteuitivo por 24 horas. A taxa de foliculos

atrésicos totais foi maior conforme o aumento meentracéo de gossipol.

Tabela 3: Populacdes (em %) de foliculos ovarimmosragmentos de ovarios murinos
cultivados com diferentes concentracoes de gospdl 10 e 2@g/ml) por 24 horas.

Foliculos Gossipol (em pg/ml) p@
0 5 10 20
Primordiais
viaveis 100 (3/3) 0 0 100 (7/7) n.d.
atrésicos 0 0 0 0
Transicao
viaveis 82,4 (28/34) 26,1 (6/23) 13,9(5/36) 18,9 (7/37) <0,0001
atrésicos 17,6 (6/34) 73,9 (17/23) 86,1 (31/36) 81,1 (30/37)
Primarios
viaveis 52,6 (10/19) 24,3 (9/37) 15,2 (5/33) 37,5(9/24) 0,02457
atrésicos 47,4 (9/19) 75,7 (28/37) 84,8 (28/33) 62,5 (15/24)
Secundarios
viaveis 52,9 (27/51) 35,3 (18/51) 25,0(12/48) 14,6 (6/41) 0,000729
atrésicos 47,1 (24/51) 64,7 (33/51) 75,0 (36/48) 85,4 (35/41)
Antrais
viaveis 76,9 (10/13) 88,9 (8/9) 66,7 (2/3) 45,5 (5/11) n.s.
atrésicos 23,1 (3/13) 11,1 (1/9) 33,3 (1/3) 54,5 (6/11)
Total
viaveis 65,0 (78/120) 34,2 20,0 28,3 (34/120) <0,0001
atrésicos 35,0 (42/120) (41/120) (24/120) 71,7 (86/120)
65,8 80,0
(79/120) (96/120)

 Teste Exato de Fisher; n.d.: ndo determinada;més. significanteR<0,05)
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Os percentuais de foliculos ovarianos viaveis @satos cultivadas por sete dias
evidenciaram diferenca significante € 0,05) nos foliculos de transicdo e primarios
(Tabela 4). A quantidade de foliculos viaveis faion do que de foliculos atrésicos
apos cultivo sem gossipol (86%), enquanto os osadaltivados com gossipol
apresentaram predominio de foliculos atrésicosogla@stas concentracdes dos foliculos
de transicdo (88,9%, 81,3% e 70,4%). Também foemaslo que os foliculos viaveis
apos o cultivo sem gossipol eram maioria em relagofoliculos atrésicos nos ovarios

cultivados com gossipol.

Tabela 4: Populacdes (em %) de foliculos ovarimmogragmentos de ovarios murinos
cultivados com diferentes concentragcoes de gospdl 10 e 2@ug/ml) por 7 dias.

Foliculos Gossipol (em pg/ml) p@
0 5 10 20
Primordiais
viaveis 66,7 (4/6) 100 (2/2) 0 0 n.d.
atrésicos 33,3 (2/6) 0 100 (1/1) 0
Transicao
viaveis 86,0 (37/43) 11,1(3/27) 18,8(9/48) 29,6 (16/54) <0,0001
atrésicos 14,0 (6/43) 88,9 (24/27) 81,3 (39/48) 70,4 (38/54)
Primarios
viaveis 76,0 (19/25) 59,5 (25/42) 66,7 (16/24) 10,0 (2/20) <0,0001
atrésicos 24,0 (6/25) 40,5 (17/42) 33,3 (8/24) 90,0 (18/20)
Secundarios
viaveis 32,6 (14/43) 12,8 (6/47) 20,9 (9/43) 15,6 (7/45) n.s.
atrésicos 67,4 (29/43) 87,2 (41/47) 79,1 (34/43) 84,4 (38/45)
Antrais
viaveis 33,3 (1/3) 50,0 (1/2) 25,0 (1/4) 100 (1/1) n.s.
atrésicos 66,7 (2/3) 50,0 (1/2) 75,0 (3/4) 0
Total

vidveis 62,5 (75/120) 30,8 (37/120) 29,2 (35/120) 21,7 (26/120) <0,0001
atrésicos 37,5 (45/120) 69,2 (83/120) 70,8 (85/120) 78,3 (94/120)

& Teste Exato de Fisher; n.d.: ndo determinada;més. significanteR<0,05)

3.4.3 Galinhas

O efeito do tempo de cultivo sobre as populacdesolleulos ovarianos de
ovarios de galinhas pode ser observado na Tabe@ &ultivo dos fragmentos dos
ovarios das galinhas por 24 horas e sete dias m&sentaram diferenca significante

nas populacdes de foliculos em comparacédo aosv@iém-coletados.



Tabela 5: Populagéo de foliculos ovarianos (em #t)galinhas de ovarios cultivados

por 0, 24 e 168 horas.

Foliculos Horas de cultivo pa
0 24 168

Primordial
normal 66,7 (60/90) 71,4 (40/56) 65,4 (51/78) n.s.
atrésico 33,3 (30/90) 28,6 (16/56) 34,6 (27/78)

Transicao
normal 69,6 (16/23) 53,3 (8/15) 51,9 (14/27) n.s.
atrésico 30,4 (7/23) 46,7 (7/15) 48,1 (13/27)

Primario
normal 83,3 (10/12) 70,0 (7/10) 56,3 (9/16) n.s.
atrésico 16,7 (2/12) 30,0 (3/10) 43,8 (7/16)

Secundario
normal 68,2 (15/22) 42,9 (3/7) 57,1 (8/14) n.s.
atrésico 31,8 (7/22) 57,1 (4/7) 42,9 (6/14)

Antral
normal 69,2 (9/13) 78,1 (57/73) 84,6 (22/26) n.s.
atrésico 30,8 (4/13) 21,9 (16/73) 15,4 (4/26)

Total
normal 68,8 (110/160) 71,4 (115/161) 64,6 (104/161) n.s.
atrésico 31,3 (50/160) 28,6 (46/161) 35,4 (57/161)

& Teste Exato de Fisher; n.s.: ndo significaRte 0,05)

Os percentuais de foliculos ovarianos viaveis @satos cultivadas por 24 horas
apresentaram diferenca significanie < 0,05) em todos os tipos de foliculos, exceto
nos foliculos secundarios (Tabela 6). A percentaderfoliculos viaveis foram maiores
do que de foliculos atrésicos ap0s cultivo semigos€nquanto os ovarios cultivados
com gossipol mostraram predominio de foliculossatos.

ApoOs o cultivo por sete dias, as percentagens ldeufos ovarianos viaveis e
atrésicos apresentaram diferenca significaRte (0,05) em todos os tipos de foliculos
(Tabela 7). Também foi encontrado predominio deetitds viaveis apds o cultivo sem
gossipol e predominancia de foliculos atrésicosavdsios cultivados com gossipol.
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Tabela 6: Populagéo de foliculos ovarianos (emmoyalinhas de ovarios cultivados
com diferentes concentracdes de gossipol (0, Jarid2Qqug/ml) por 24 horas.

Foliculos Gossipol (em pg/ml) p@
0 5 10 20
Primordial
normal 71,4 (40/56) 52,7 (29/55) 48,7 (37/76) 37,0 (34/54) 0,0032
atrésico 28,6 (16/56) 47,3 (26/55) 51,3 (39/76) 63,0 (34/54)
Transicao
normal 53,3 (8/15) 36,7 (11/30) 21,1 (8/38) 51(2/39) 0,0003
atrésico 46,7 (7/15) 63,3 (19/30) 78,9 (30/38) 94,9 (37/39)
Primario
normal 70,0 (7/10) 26,3 (5/19) 27,3 (6/22) 0 0,0460
atrésico 30,0 (3/10) 73,7 (14/19) 72,7 (16/22) 100 (4/4)
Secondario
normal 42,9 (3/7) 34,8 (8/23) 9,1(1/11) 30,0 (6/20) n.s.
atrésico 57,1(4/7) 65,2 (15/23) 90,9 (10/11) 70,0 (14/20)
Antral
normal 78,1 (57/73) 48,5 (16/33) 40,0 (8/20) 40,4 (23/57) <0,0001
atrésico 21,9 (16/73) 51,5(17/33) 60,0 (12/20) 59,6 (34/57)
Total
normal 71,4 43,1 (69/160) 35,9 (60/167) 29,3 (51/174) <0,0001
atrésico  (115/161) 56,9 (91/160) 64,1 70,7
28,6 (46/161) (107/167) (123/174)

& Teste Exato de Fisher; n.s.: ndo significaRte 0,05)

Tabela 7: Populacdo de foliculos ovarianos (em #b)galinhas de ovarios cultivados

com diferentes concentracdes de gossipol (0, 5arid2Qqug/ml) por sete dias.

Foliculos

Primordial
normal
atrésico
Transicao
normal
atrésico
Primario
normal
atrésico
Secondario
normal
atrésico
Antral
normal
atrésico
Total
normal

Gossipol (em pg/ml) p@
0 5 10 20
65,4 (51/78) 44,6 (33/74) 33,3 (27/81) 29,8 (25/84) <0,000

34,6 (27/78)

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

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

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

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

64,6

55,4 (41/74)

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

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

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

0
100 (38/38)

26,8 (44/164) 27,2 (46/169) 16,6 (29/175)

66,7 (54/81)

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

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

0
100 (9/9)

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

70,2 (59/84) 1

10,0 (2/20)  0,0106
90,0 (18/20)
0 0,0335
100 (8/8)
7,4 (2/27)  0,0006
92,6 (25/27)
0 <0,000

100 (36/36) 1

<0,000
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atrésico  (104/161) 73,2 72,8 83,4 1
35,4 (57/161) (120/164) (123/169) (146/175)

2 Teste Exato de Fisher

3.5 DISCUSSAO

Alguns trabalhos relataram que ratas apresentardos cestrais normais e
tratadas com gossipol acido-acético passaram & exiimento das irregularidades dos
ciclos estrais, com diminuicdo do periodo de estgarolongamento do diestro (GU;
ANDERSON, 1985; LAGERLOFF; TONE, 1985; LIN et al985a; BENDER et al.,
1988; GADELHA et al., 2014b). Foi verificado, emedwres, que o tratamento com
gossipol interrompa o padrédo normal do ciclos estp@r meio do efeito sobre a
secrecdo hormonal da hipdfise e ovarios (WU etlB1; RANDEL et al., 1992). No
estudo de Gadelha et al. (2014b) verificou-se qugossipol administrado por via
subcutanea na dose de 25 mg/kg/dia, foi respongélal significativa reducdo dos
niveis séricos T4 e progesterona e um aumentofisenio da relacdo T3/T4, porém
nao foram afetados os niveis séricos de T3, TSHe Eldtradiol.

Vérios estudos mostraram que as galinhas poedsinsntadas com farelo de
algodao podem apresentar efeitos adversos devidossmpol. Assim, diversos estudos
demonstraram a producdo de ovos reduzida apésiedpamo gossipol, em alimentos
contendo niveis dessa substéancia livre variavais,como 101,5 mg/kg (REID et al.,
1987), 126 mg/kg (FITZSIMMONS et al., 1989), 130 /krg (PANIGRAHI et al.,
1989), 200 mg/kg (NARAIN et al., 1957) e 400 mgfyALDEOUP; GOODNER,
1973). A cessacdo completa da producdo de ovosoliservada em galinhas
alimentadas com racédo contendo 1.008 mg/kg (FITABIMIS et al., 1989) e 1.500
mg/kg (NARAIN et al., 1957). O peso do ovo foi rewlo pelo consumo de ragao
contendo niveis de gossipol livre de 255 mg/kg (FARAHI et al., 1989) e 400 mg/kg
(NARAIN et al, 1957; WALDEOUP GOODNER, 1973). Outefeito adverso da
exposicao ao gossipol é a alteracéo da colorac@ema e clara dos ovos (REID et al,
1984; PANIGRAHI et al, 1989; PANIGRAHI; HAMMONDS, 990; PANIGRAHI,
1992; PANIGRAHI; PLUMB, 1996; LORDELO et al., 2007)

Os efeitos da atividade sobre a producdo e quaidad ovos podem ocorrer
devido a danos causados aos ovarios promovidosgoasipol. No entanto, ndo ha
estudos anteriores a este trabalho em espéciegaviam ratos, o peso dos ovarios foi
diminuida apds a administracdo de 5 ou 10 mg dsigg&g/dia por via subcutanea
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durante 20 dias (GU; ANDERSON, 1985). Os ratos rggeberam doses de 25 mg de
gossipol/kg/dia por via subcutanea, durante 15, dipsesentaram reducdo no numero
de foliculos ovarianos normais e aumento do numerliculos atrésicos, em todos os
estagios de desenvolvimento (GADELHA et al., 201@)tratamento de ratas com
gossipol (25 mg/kg/dia) foi responsavel por umaugd® do numero de foliculos
ovarianos normais e um aumento no numero de foBcatrésicos, em todas as fases de
desenvolvimento. Em média, os ovarios de ratagaoogcontrole apresentaram 83,3%
de foliculos normais e 16,7% de foliculos atrési@msjuanto as ratas tratadas com
gossipol tiveram taxas de incidéncia de foliculosmais e atrésicos de 36,6% e 63,4%,
respectivamente (GADELHA et al., 2014b). Em céluds granulosa de suinas
cultivadas em meio ao gossipol, ocorreu inibicAoatieidade esteroidogénica e do
estado redox e estimulou a producdo do fator dsecionento endotelial vascular
(BASINI et al., 2009). Além disto, o gossipol feisponsavel pela atividade citotdxica e
apoptéticas em linhas de células de carcinoma d@im(ATMACA et al, 2009;
WANG et al., 2013).

No presente estudo, foi observado que os ovariosatds, camundongas e
galinhas cultivados com gossipol, em todas as coragghes, apresentaram aumento na
proporcdo de foliculos ovarianos atrésicos, e apresge reducdo na proporgcdo de
foliculos viaveis, em todas as fases de desenvehtionfolicular. Deste modo, podemos
afirmar que o gossipol promove danos diretamergdaitulos ovarianos de roedores e
galinhas, resultando em aumento na propor¢cdo deufo$ atrésicos. Os danos aos
foliculos primordiais do ovario interferem, permatgmente, na reproducdo feminina,
pois estes foliculos se desenvolvem em foliculimdios, secundarios e antrais, em
um processo continuo e ndo-reversivel (HIRSHFIELE®7). Assim, € provavel que as
fémeas expostas ao gossipol possam apresentac@&eciasreprodutiva precoce apos a
reducdo da reserva de foliculos do ovario. Em coagda ao grupo controle, a
viabilidade de todos os foliculos ovarianos daasratdas camundongas foi reduzida na
maior concentracdo de gossipol (20 pug/mL) apésvoulhor 24 horas em 56,9% e
56,5%, respectivamente, e apos 7 dias em 65,4%,3%65espectivamente. Nas
galinhas, as respectivas reducdes foram de 59,040386. Assim, a comparacao entre
as espécies evidencia que a reducdo na viabilidéidelar foi proporcionalmente mais
intensa no ovarios das galinhas do que das ratmmeindongas. Deste modo, no
presente estudo o melhor modelo experimental paagablacaoin vitro dos efeitos

toxicos do gossipol sobre os foliculos ovarianegl@ ser com ovarios de galinhas.
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3.6 CONCLUSOES

Foi verificado que todas as concentragfes de gussptadas aumentaram as
propor¢cdes de foliculos atrésicos em todas as f@sedesenvolvimento de todas as
espécies tratadas, sendo proporcionalmente maissenino ovarios das galinhas do que
das ratas e camundongas. Assim, 0 gossipol podar afgetamente a maturacao
folicular, interferindo na fertilidade feminina. Naresente estudo o melhor modelo
experimental para a avaliacéovitro dos efeitos téxicos do gossipol sobre os foliculos

ovarianos revelou ser com ovarios de galinhas.
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4 CAPITULO 4 - DETERMINACAO DOS EFEITOS DO GOSSIPOL SOBRE O
DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO PRECOCE DE MURINOS

Determinacédo dos efeitos do gossipol sobre desemiaiento embrionario precoce

de murinos

4.1 RESUMO

RESUMO: O gossipol € um pigmento polifendlico que apresentaracdo amarela e
esta presente em plantas pertencentes ao g&umsypium Este pigmento promove
toxicidade reprodutiva por meio da inibicdo da ostp gonadal. Alguns trabalhos
evidenciaram o efeito embriotoxico do gossipol, mawla ndo ha um bom modelo
experimental para estudar este efeito. Portantgetiebu-se verificar o efeito do
gossipol sobre o desenvolvimento embrionario deucamngos. Fémeas nuliparas de
camundongos Balb-C foram superovuladas, utiliz&ntb de gonadrotrofina coridnica
equina (eCG) e, 48 a 52 horas apds, com 10 Ul dadmpirofina coridbnica humana
(hCG), ambas administradas intraperitonealment@&sAgp administracdo de hCG, as
fémeas foram alocadas com machos na proporcéo ldeNa: manha seguinte, foi
realizada a colheita de embrides na fase de 248aséelAs tubas uterinas foram
removidas e imersas em meio Human Tubal Fluid neadid (HTFm) com 25mM
HEPES e 20% soro fetal bovino (SFB). Lavagens sedais das tubas foram
realizadas para remoc¢ao dos embrides com o mesmooutiizado anteriormente para
imersdo. O liquido perfundido nas tubas foi rechem placas de Petri estéreis e
examinado sob microscopia de luz invertida. Os dmabr selecionados foram
transferidos para novo meio de cultivo HTF sem H&RHplementado com 10% de
SFB. Para o cultivo, lotes de 5 a 8 embribes forasolhidos e depositados em
microgotas (3Qul) de meio suplementado em placas de 35x10 mmn@si@es foram
cultivados em meio sem a adi¢cédo de gossipol (gcoptrole) ou com concentracdes de
5, 10 e 2Qug/ml de gossipol, adicionadas em cada gota. Esti@s doram imersas em
6leo mineral e cultivadas em estufa com 5% de €37 °C, por 24 horas. Apos o
cultivo, os embrides foram incubados por 15 minwtos gotas de 10Ql com os
fluoroforos Yellow Lucifer(90 ul) e calceina (5ul) para a deteccdo de membranas
rompidas e de células em processo de morte cetelgectivamente. Apés 24 horas,
todos 0s 5 (100%) embrides do grupo controle aptagam-se normais. A degeneracéo
foi observada em 4 de 5 (80%) embrides, no trattorem 5ug/ml de gossipol; 5 de 6
(83%) embrides, no grupo 1®/ml; e em todos os 8 (100%) embrides do grupo 20
pg/ml. Nos grupos com adicdo do gossipol, os embriderados apresentaram
blastdbmeros morfologicamente irregulares e degdneracaracteristicos do padrdo
necrotico. Concluindo, o cultivo por 24 horas comssipol, nas concentracdes de 5, 10
e 20ug/ml, afetou a viabilidade e a sobrevivéncia dergies de murinos. Assim, esta
espécie animal pode ser utilizada como modelo @rpetal para a avaliacao
experimental da embriotoxicidade do gossipol.

Palavras chavedoxicidade reprodutiva, embriotoxicidade, embriatertilidade.
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4.2 INTRODUCAO

A cultura do algodad3ossypiunspp.) visa a geracéo de fibras para a industria
téxtil e de Oleo para a alimentacdo e producao afebastiveis, e seu residuo é
largamente utilizado na alimentacdo de animaisrdéuygdo. De fato, o algodao é uma
fonte de proteina de alta qualidade (ALFORD et 41996). No entanto, o
desenvolvimento de produtos de proteina comestiv@drtir de caroco de algodao é
limitada pela presenca de uma substancia toxigassipol. Este composto polifendlico
esta presente nas glandulas de pigmento de aldb@RMAN et al., 1991). Seu efeito
negativo sobre a saude animal tem sido reconhe€@daanimais ndo-ruminantes sao
muito mais sensiveis do que os ruminantes, devidigagdo do gossipol livre as
proteinas soltuveis no rimen (WILLARD et al., 1938te fato limitou a utilizacdo dos
subprodutos desta lavoura na alimentacdo, prinogate, para aves e suinos
(ANDRIGUETTO et al, 1988).

O gossipol pode trazer sérios problemas aos anicwsi® perda de apetite,
edemas pulmonares, hipertrofia de figado (MORGAMIgt1988), necrose muscular
cardiaca, problemas reprodutivos, como tambémliftage dos eritrocitos (LINDSEY
et al., 1980). Em alguns casos 0 acumulo de gdssiporganismo pode levar o animal
a morte (HASCHECK et al., 1989). Gamboa et al. {20@latam que a intensidade de
seu efeito téxico varia de acordo com o nivel desamo, o periodo de consumo, a
idade do animal e das condi¢Oes de estresse dessd.a

O gossipol também tem mostrado reduzir a fertiedadh ratos e hamsters
(HAHN et al., 1981) e em touros (ARSHAMI; RUTTLE988). Fornés et al. (1993)
observaram que a adicdo de gossipol livre acarr@tovitro, a perda da motilidade
esperméatica de ratos por alteragdo na membrankarcds espermatozéides. Outros
estudos relatam que o gossipol interfere no cicktrak de fémeas roedoras
(ADEYEMO; LONGE, 2007) e em células da granulosasdénas (BASINI et al.,
2009). Alguns estudos tém demonstrado que o gdsaipta in vitro e in vivo a
qualidade e o desenvolvimento embrionario (RANDElale 1996; BROCAS et al.,
1997; SANTOS et al., 2003; VILLASENOR et al., 200Portanto, este composto
possui propriedades contraceptivas em fémeas (LI&l.4985; ANDREAZZI et al.,
1998), pois novilhas alimentadas com gossipol passmenos blastdmeros e o tempo
de desenvolvimento destes era mais prolongado.Memt®, ainda ndo ha um bom

modelo experimental para estudar o efeito embriotdodo gossipol. Desta forma, o
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objetivo deste estudo foi estabelecer se ha imé&réga no desenvolvimento de
embrides de camundongos cultivadiossitro pela exposicédo ao gossipol, avaliando a

integridade celular e a viabilidade dos embrides.

4.3 MATERIAL E METODOS

4.3.1 Obtencéo de embribes de camundongas

Para a obtencdo de embribes foram utilizadas lZimaomgas, da linhagem
Balb-C, provenientes do Biotério da UFERSA. Durantib o periodo experimental, 0s
animais foram mantidos no mesmo Biotério, com &uacao propria (Labina, Purina,
Séo Lourenco da Mata, PE, Brasil) forneci@akslibitum com ciclos de luz/escuro a
cada 12 horas e temperatura média de 26°C.

O procedimento experimental seguiu as normas éfieaa experimentacao
animal preconizadas pelo Colégio Brasileiro de Erpentacdo Animal (COBEA) e foi
aprovado pelo Comissdo de Etica no Uso de AnimaisUFERSA (processo n°
23091.000690/2012-72).

Para otimizar a coleta dos embrides e obtencdolemenn e estagio adequados,
fémeas nuliparas foram superovuladas, utilizandosssguinte protocolo:

1) 5 Ul de gonadrotrofina coribnica equina (PMSGregnant mare serum
gonadotropin Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA), admirasix
intraperitonealmente;

2) 48 a 52 horas apés, 10Ul de gonadotrofina coridmicaana (hCG, Pregnyl-
Organon do Brasil, SP, BR), também administrada/@ointraperitoneal,

3) alojamento das fémeas nas gaiolas dos machos rgorgiio de 1:1,
imediatamente apds a administracdo de hCG, panaifeer

Na manha seguinte, as fémeas foram examinadasqafexir a presenca de um
tampdo vaginal mucoso e realizada a colpocitologiginal. As fémeas que
apresentaram esta estrutura ou espermatozoides tmasideradas prenhes e no dia 0
da gestacéo.

No dia 2 p6s-hCG, as fémeas prenhes foram anefdssj@or administracao
intraperitonial de xilazina (5 mg/kg) e cetamin@ (6g/kg) para a colheita de embrides

nas fases de 2-8 células. Este procedimento enlaghaeotomia, remocéo das tubas e
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imersdo destas em meio (HTFm) Human Tubal Fluidifwado com 25mM HEPES
(Irvine Scientific, Santa Ana, Califérnia, EUA) €% de soro bovino fetal (SBF,
Cultilab do Brasil, Campinas, SP, BR). Durante tadaanipulacdo para a obtencao dos
embrides, as amostras foram mantidas sobre plaeidg, a 37C, sob a protecdo da
luz esistema de fluxo de ar filtrado.

Os embrides foram retirados da tuba por meio dagkews sequenciais com o
auxilio de uma seringa de 5 mL acoplada a uma agg#éimgival 30G (BD, Curitiva,
PR) contendo meio de cultura HTF suplementado c®® & HEPES (conforme
mencionado anteriormente). Sob microscopio estedpis, a seringa foi inserida na
extremidade distal do oviduto, onde cerca de 1 mlmgtio foi suavemente injetado,
para permitir o arraste de elementos presentegpaficie luminal deste 6rgéo (Figura
1). O liquido perfundido pelas tubas foi recolhelm placas de Petri de 60x10 mm
estéreis e examinado sob microscopia de luz imzgripara a selecdo e coleta dos
embribes na fase de 2 a 8 células. Os embridesi@®eos quanto ao niamero de
blastdmeros e qualidade morfolégica de suas celigiessn transferidos para novo meio
de cultivo HTF sem HEPES suplementado com 10% aefstal bovino.

Figura 1: Lavagens sequenciais das tubas uterarascpleta dos embrides com
auxilio de um microscépio estereoscopico. Fontguigo pessoal.

4.3.2 Cultivo de embrides de camundongas

Para o cultivo, lotes de cinco a oito embridesrforacolhidos e depositados em
microgotas (30 ul) de meio suplementado em plaea85k10 mm (Figura 2). Cada

uma destas gotas, por sua vez, foi imersa em oleerah (Sigma Chemical Co., Saint
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Louis, MO, EUA), previamente equilibrado em estafem atmosfera umida e 5% de
CO, a 37°C, por 24 horas.

Figura 2: Placa 35x10 mm, contendo 4 microgota30dgl, sendo uma controle
(C - acima), outra contendoug/mL de gossipol (5 - lado direito), outra Ag/mL (10 -
abaixo) e 2Qug/mL (20 - lado esquerdo). Fonte: arquivo pessoal.

4.3.3 Delineamento experimental

Foram utilizados embrides de camundongas obtidedocne descrito. Os
grupos experimentais consistiram de lotes de a#razanco a oito embrides, recolhidos
dos cornos uterinos na fase de 2-8 células e ia@dénte cultivados em microgotas,
conforme detalhado no item 4.3.2. No total foramlizados 4 grupos experimentais,
um grupo controle, em que os embrides foram culiseem meio suplementado e trés
grupos experimentais, nas quais 0os embrides foespectivamente cultivados na
presenca de gossipol nas concentracdes de 5,AQgraL.

Os embrides foram analisados logo ap6s o processbténcdo dos embrides para
a selecao de embrides saudaveis na fase de A@a @ apds 24 horas de cultivo, para
classificagdo de seu desenvolvimento. Para esssifat@acdo, foram considerados
principalmente o numero de blasttmeros e a mor@logmbrionaria. Este
procedimento foi realizado sob estereomicroscépicanmento final de 40x ou sob
microscopia de luz invertida com contraste de éasegnitude da ordem de 200x.

A presenca de células em processo de morte nosidasbde camundongas
cultivados em decorréncia do tratamento com gokdipio avaliada por técnica
colorimétrica. Apés o cultivo, os embrides foraraubados por 15 minutos em gotas de
100 ul com os fluoréforogellow Lucife3mg/mL) e calceing5 pl) para a deteccao de
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membranas rompidas, e de células em processo de cedular, respectivamente. Além
disso, foi utilizado o corantdoechst 3334210ug/mL) para verificar a para evidenciar

acidos nucleicos.

4.3.4 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram analisados estatisticametilizado o software R
(versao 3.0.3) (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011). #dsquéncias de embrides
viaveis e degenerados foram comparadas utilizan#ste exato de Fisher. O nivel de

significancia foi estabelecido confko< 0,05.

4.4 RESULTADOS

Apods 24 horas de cultivo, no grupo controle os@¢a) embrides apresentaram-se
normais. NosS grupos expostos ao gossipol, a deggierfoi observada em quatro
(80%) dos embribes na concentracédo gg/ML, em cinco (83%) com 1g/mL e em
todos os oito (100%) embrides com 2/mL. Assim, houve uma evidente relacéo
dose-efeito do gossipol na proporgcéo de embridgsrsgados (Tabela 1).

A avaliacdo morfolégica, os embrides do grupo adetrincubados e corados
apresentaram evidéncia dos padrbes dos blastonsmodp visualizadas também as
cromatinas, desta forma, os embrides apresentagarormais. NOS grupos em que 0s
embrides foram cultivados na presenca de gossppaht observados que os embrides
sofreram degeneracdo, apresentando padrfes nesrdtido foram observadas outras
alteracbes como relacionadas a apoptose como faotheplebbings apenas o padréo
tipico de degeneracdo da organizacdo morfolégitiaeecelular, condizentes com o

processo necrotico.
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Tabela 01: Embrides coletados e analisados apésr24 de cultivo em meio contendo
gossipol (5, 10 e 2@g/mL) e sem gossipol (grupo controle).

Embrides viaveis

Concentragéo do gossipol E(;? é)tgg(e)i apos cultivo
0 pg/mL (controle) 5 5 (100%)
5 ug/mL 5 1 (20%)
10 ug/mL 6 1(16,7%)
20 pg/mL 8 0

P < 0,001, Teste Exato de Fisher.

4.5DISCUSSAO

No presente estudo, os embrides murinos cultivados gossipol apresentaram
taxa aumentada de degeneracédo, em todas as cagfestestudadas. Estes resultados
estdo de acordo com os relatados na literaturao¥m embrionados de galinhas, a
aplicacdo de 0,25 mg de gossipol aumentou a taxaadlidade apos 48 e 72 horas,
mas nao apos 24 e 96 horas (LI et al., 19B8).vacas, a exposi¢do ao gossipol reduz a
taxa de prenhez apds a inseminacao artificial (SB8et al., 2003 A taxa de
clivagem dos embrides de bovinos foi reduzida palivo com 10ug/mL de gossipol
(BROCAS et al., 1987), enquanto em hamsters a &dulgsta taxa ocorreu com
concentracdes a partir deug/mL de gossipol (LIN et al., 1994or outro lado, em
outro estudo também com bovinos, a taxa de clivag&onfoi afetada pelo cultivo dos
embrides com até 1Qg/mL de gossipol (HERNANDEZ-CERON et al., 2005) e 5
ug/mL (BROCAS et al.,, 1987)Em hamsters, a aplicacdo de 2@pde gossipol em
cada corno uterino inibiu o desenvolvimento pafase de morulas (LIN et al., 1994).
A porcentagem de embrides degenerados foi aumergadambrides de bovinos
cultivados com 1Qg/mL de gossipol por 96 horas (VILLASENOR et aD08).

Em ratas que receberam 20 mg/kg/dia de gossipobamtético durante 60 dias
apresentaram prolongamento do tempo para o acas#l@anmuma taxa reduzida de
prenhez e de embrides viaveis quando comparadososcamimais do grupo controle
(LAGERLOF; TONE, 1985). Em camundongos, a admiaggio de 60 e 120 mg/kg/dia

do sexto ao décimo-terceiro dias de gestacao oeseih aumento da taxa de perda poés-
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implantacédo (LI et al., 1989). Em ratas a admiaggio de 12,5 e 25 mg/kg/dia de
gossipol nos primeiros oito dias da prenhez resuken reducdo do numero de
implantagBes embrionérias nos uteros (LIN et &i85), o que sugere aumento na perda
embrionaria. Da mesma forma, a aplicacdo de 50a1§@e gossipol em cada corno
uterino de ratas foi responsavel por reducédo noendire pontos de implantacao (LIN
et al., 1991). Em camundongos, a administragcdoOde B5 mg/kg/dia do primeiro ao
décimo-quinto dia de gestagdo resultou em aumentaldnero de fetos inviaveis e
reducdo do peso fetal, mas ndo foram observadamalades fetais (SEIN; PHIL,
1986).Vacas leiteiras que consumiram gossipol present@gaddo pimaGossypium
barbadensg reduziu 0o numero de blastbmeros viaveis e o di@membrionario
(VILLASENOR et al., 2008)Por outro ladonenhuma alteracido no desenvolvimento
foi observada em embrides de vacas alimentadastmdande algoddo avaliados 6 a 7
dias apos a inseminacéo artificial (VELASQUEZ-PERKIet al., 2002).

A acdo embriotoxica do gossipol observada nestwmltia e nos demais estudos
deve ser produzida por citotoxidade direta do go$sEste efeito citotoxico pode ser
promovido por meio da geracao de espécies reafivasigénio, induzindo o estresse
oxidativo (FORNES et al., 1993); interrupcdo da ooivacéo intercelular (HERVE et
al., 1996); inducdo de apoptose (MOON et al., 2008)interferéncia no transporte
ibnico nas membranas, aumentando os niveis deocdtacelular (CHENG et al.,
2003).

4.6 CONCLUSOES

O cultivo de embrides murinos em meio contendoigoks, 10 e 2Qug/ml) afetou
a viabilidade e a sobrevivéncia apds 24 horas.m\sesta espécie animal pode ser
utilizada como modelo experimental para a avaliag®zrimental 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 worlds 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;,H;,Og, 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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Chemical structural formula: 2,2’ -bis(8-formyl-1,6,7-trihydroxy-5-isopropyl-3-methylnaphthalene)

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 is more 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
from 33.8 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 or Maillard 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
correlated with the rainfall rate and negatively correlated with
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 14,000 mg/kg of total gossypol
and 7,000 mg/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 H5NI 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]. The primary gossypol excretion route is through
bile; it is then eliminated through feces after conjugation with
glucuronides and sulfates [76]. In rats dosed orally with 5 mg
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 (¢, ,) 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 25 mg/kg BW Intraperitoneal Single dose [45]
Rats 30 mg/kg BW Intraperitoneal Single dose [46]
Rats 5,10 and 20 mg/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 compared with adult ruminants [1]
because gossypol is not bound during ruminal fermentation,
as it occurs in animals with fully functional rumens. However,
if the gossypol intake overwhelms the ruminal detoxification
capacity, free gossypol may 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 Ca** 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 25 mg/kg BW [45] or 30 mg/kg BW [46]. Rats that
received lower gossypol doses (15 mg/kg/day for four weeks or
30 mg/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 10 mg/kg BW/day Degeneration of spermatocytes (48]

Rats 20 mg/kg BW/day Degeneration of spermatocytes [48]

Mice 40 mg/kg BW/day No degeneration (48]
Decreased spermatogenesis, Sertoli cell, and

Rats 25 mg/kg BW/day . [49]
seminiferous tubules damage
Tubular degeneration, reduced testosterone

Rats 10 mg/kg BW/day concentrations, and involutions of ventral prostate [50]
and seminal vesicles

5,10 and 20 mg/kg Decreased sperm count and motility, increased
Rats BW/da abnormal sperm count, and reduced serum levels [47]
Y of testosterone, LH, and FSH

Reduced sperm production and motility and

Bulls 16.4 mg/kg BW/day increased proportion of sperm midpiece [51]
abnormalities
Primary and secondary sperm abnormalities and

Bulls 8 mg/kg BW/day increased number of sperm with proximal [52]
droplets

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 S-tubular
content in spermatocytes and spermatids [125]. Furthermore,
gossypol inhibits calcium influx [126, 127] and Mg-ATPase
and Ca-Mg-ATPase activity in spermatozoid plasmatic mem-
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 25 mg/kg/day Lower levels of estradiol-178 (54]
Irregular and longer estrous cycles,
prolonged time for mating, decreased 55

Rats 20 mg/kg/day pregnancy rate, and reduced number of [55]
viable embryos

Heifers ~51 mg/kg BW/day No 1nter.ference on cychng, first service [56]
conception rate, and ovarian morphology

Heifers 5g of free . Reduced number of ovarian follicles [57]

gossypol/animal/day >5mm

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 and mesenteric 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 (599), 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
treated with gossypol as a male contraceptive showed reduced
IgG titers which could be associated with 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, 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 [58]
extrusion [58, 59]
Irradiation
Gamma irradiation [156-158]
Electron beam irradiation (60, 61]
Fungal fermentation
Aspergillus niger [161-163]
Aspergillus oryzae [62]
Candida tropicalis [63-66]
Saccharomyces cerevisiae [63, 64]
Geotrichum candidum [67]
Nutritional supplementation
Ferric sulfate (1]
Sodium selenite [68]
Vitamin E [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 (200210032 - 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 ineflicient feed conversion rate [166].



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 1 mol of gossypol for
each mol of iron, which could increase the maximum concen-
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 cottonseed meal.

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
were more 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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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 (25 mg/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 in many studies [8]. Gossypol inhibits spermatogen-
esis by decreasing the sperm count and spermatozoid motility
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,


http://dx.doi.org/10.1155/2014/986184

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, Mossor6, RN, Brazil, were used. During
the entire study period, the rats were housed in plastic
cages under controlled environmental conditions with a 12h
light/dark cycle and at a temperature of 24 + 3°C. Regular
rodent chow (Labina, Purina, Sdo Louren¢o 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-Arido/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 (25 mg/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 uL 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 (60 mg/kg) to collect the ovaries, uterus, thy-
roid glands, and blood samples from the vena cava. Formalin-
fixed, paraffin-embedded tissue samples were sliced into 5 ym
thick sections and stained with 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
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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 60 ym 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 those with 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 f-test was
employed and P values < 0.05 were considered statistically
significant.

3. Results

No clinical signs of poisoning were 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% and 63.4%,
respectively.
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FIGURE 1: Ovaries from control rats showing normal (a) primordial, (b) primary, (c) secondary (H&E, bar = 25 ym), and (d) antral follicles

(H&E, bar =100 ym).

TaBLE 1: Body weight, body weight gain (in grams), and length (in hours) of the estrous cycle phases of female rats dosed with gossypol
(25 mg/kg/day) or 0.9% saline (control group) subcutaneously for 15 consecutive days.

Control (n = 12) Gossypol (n = 12) P value!
Body weight (g)

Day 0 190.4 +4.32 192.2 +7.62 n.s.
Day 15 197.5+ 291 186.7 + 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.
IWelch's ¢ 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 20 mg/kg of gossypol acetic acid

orally for 60 days [20] and of 25 mg/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
60 mg/kg gossypol acetic acid for 30 days showed a reduced
number of estrus cycles, which did not occur when they
were dosed with 40 mg/kg [29]. Similarly to our study, the
percentage of animals in diestrus was increased in rats dosed
with 5 or 10 mg 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 value'
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 (u1U/mL) 4.00 + 1.76 391+ 1.75 n.s.
Progesterone (ng/mlL) 48.3 +7.61 245+ 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.
'Welchs ¢ test.

n.s.: not significant (P > 0.05).

FIGURE 2: (a) Ovaries from gossypol treated rats showing atretic primordial, primary, and secondary follicles (H&E, bar = 100 ym). (b) Atretic
primordial and primary follicles from a gossypol-dosed rat (H&E, bar = 25 ym).

[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 25 mg/kg gossypol acetic acid via intramuscular
injection for 3 to 5 days [21] and in pregnant rats dosed orally
with 60, 90, and 120 mg/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 3-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 10 mg gossypol/kg/day subcutaneously for 20 days [30].
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TABLE 3: Ovarian follicle populations in female rats dosed with gossypol (25 mg/kg/day) or 0.9% saline (control group) subcutaneously for

15 consecutive days.

Follicles Control (n = 12) Gossypol (n = 12) P value'
Number of normal follicles
Primordial 341.8 +25.6 122.6 £ 20.1 <0.0001
Primary 1155+ 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 3454 +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.

TWelch's £ test.
n.s.: not significant (P > 0.05).

Conversely, no pathological lesions were found in the ovaries
of female rats dosed with 40 or 60 mg/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 20 mg/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 uterus was 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 [l - “GOSSYPOL PROMOTES THE DEGENERATION OF CHICKEN
OVARIAN FOLLICLES IN VITRO”
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Abstract

Background

Gossypol, a phenolic compound produced by the pigment glands of cotton, is known
to affect male reproduction. In females, exposure to gossypol has been associated
with interference with the estrous cycle and embryo development. In laying hens fed
cottonseed, gossypol was found to reduce egg production and weight and to cause
discoloration of the egg yolk and/or albumen. It is probable that gossypol would
directly affect ovarian follicles, but this has not been confirmed experimentalhg,

the aim of thepresentstudy was to determine whether gossypol affected cultivated
ovarian follicles of the chicken.

Results

The ovarian follicles from adult female chickens were cultivated with different
concentrations of gossypol (0, 5, 10 andu2@mL) and classified according to the
stage of development as primordial, transitional, primary, secondary or antral, and as
viable or atretic. The percentages of viable and atretic follicles in ovaries that were
cultivated for 24 hours in the presence of gossypol were significantly different from
those of the controls for all of the types of follicles except secondary follicles, but in
all types after cultivation for 7 days. The percentage of viable follicles was higher
than that of atretic follicles in ovaries cultivated without gossypol. In contrast, ovaries
cultivated with gossypol showed a predominance of atretic follicles.

Conclusions

Gossypol increases the proportion of atretic follicles at all stages of development in
cultivated chicken ovaries. Thus, gossypol may affect ovarian follicular viability and

maturation, which might interfere with female fertility.
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Background

Cottonseeds are used as a source of protein for animal feed, but their use is
limited by the presence of gossypol, a toxic compound produced by the pigment
glands of cotton [1, 2]. Gossypol (2,2-bi(8-formyl-1,6,7-trinydroxy-5-isopropyl-3-
methylnaphthalene)) is a phenolic compound produced by the pigment glands in
cotton stems, leaves, seeds and flower buds [3—6]. This compound is known to affect
male reproduction. In fact, several studies reported that gossypol inhibited
spermatogenesis, causing a decrease in the concentration of sperm and reducing
spermatozoid motility and viability [7—20]. These effects were dose- and time-
dependent but were reversed when gossypol were no longer ingested [14, 21].

In females, exposure to gossypol has been associated with interference with
the estrous cycle of rodents [2, 22, 23] and with pregnancy, early embryonic
development [14, 24, 25] and embryo implantation [26]. The ovaries of heifers fed
cottonseed meal contained fewer large follicles (>5 mm) than those of heifers fed
soybean meal [25]. Female rats dosed with gossypol (25 mg/kg/day subcutaneously)
for 15 consecutive days showed smaller populations of viable ovarian follicles and
larger populations of atretic follicles than did control rats. The number of all types of
normal follicle cells was reduced by approximately one-third and the number of
atretic follicle cells was increased approximately three times [a7yitro studies

established that gossypol affected pig granulosa cellular functioning [28], bovine
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ovaian steroidogenesis [29, 30] and bovine oocyte cumulus expansion and nuclear
maturation [30].

In laying hens fed cottonseed, gossypol was found to reduce egg production
[31-35] and weight [31, 32, 35] and to cause discoloration of the egg yolk and/or
albumen [35—-40]. The complete cessation of egg production may occur [31, 34]. It is
probable that gossypol would directly affect ovarian follicles, but this has not been
confirmed experimentallyThus, the aim of theresentstudy was to determine

whether gossypol affected cultivated ovarian follicles of the chicken.

Methods

The ovaries were obtained from four adult female chickens of the Bantam
breed. One ovary was fixed using Carnoy’s solution (60% ethanol, 30% chloroform
and 10% glacial acetic acid) for 12 houns §itu control) for histological analysis.
The other ovaries were cultivated in 24-well cell culture plates containing 1 ml of
culture medium. The culture medium was alpha minimum essential medium (
MEM) Eagle medium supplemented with 2 mM glutamine, 2 mM hypoxanthine, 1.25
mg/ml bovine serum albumin-BSA, 5@/mL ascorbic acid (Sigma, Sigma-Aldrich,

St Louis, MO, USA), and antibiotics (100 pg/mL of penicillin and 100 pg/mL of
streptomycin, Gibco, Grand Island, NY, USA). Four concentrations of (+/-)-gossypol
acetic acid (G4382, Fluka, Buchs, Switzerland) were tested: 0, 5, 10 argin2D.

The plates were incubated at 39 °C in 5%,(Panasonic C®Incubator MCO-
18AC, Leicestershire, UK) for 24 hours or 7 days. The culture medium was replaced
every 48 hours. After incubation, the ovaries were fixed and processed for

histological analysis using hematoxylin and eosin staining.
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At least 160 follicles per treatment were counted and classified. The follicles
were classified according to the stage of development as primordial, transitional,
primary, secondary or antral. The follicles were also classified as viable or atretic.
The viable follicles presented a regular shape and well-organized granulosa cells,
without signs of atresia. The atretic follicles were characterized by the presence of a
retracted oocyte, a pyknotic nucleus, a discontinuous basement membrane, and
disorganized granulosa cells.

The obtained data were statistically analyzed using R software (version 3.0.3)
[41]. The frequencies of viable and atretic follicles were compared using Fisher’s

exact test. Ralues of < 0.05 were considered to indicate significance.

Results

The effect of the period of cultivation on the follicle populations of chicken
ovaries is shown in Table 1. The follicle populations of freshly collected chicken
ovaries and those cultivated for 24 hours or for 7 days were not significantly different.

The percentages of viable and atretic follicles in ovaries that were cultivated
for 24 hours in the presence of gossypol were significantly different from those of the
controls for all of the types of follicles except secondary follicles (Table 2). The
percentage of viable follicles was higher than that of atretic follicles in ovaries
cultivated without gossypol. In contrast, ovaries cultivated with gossypol showed a
predominance of atretic follicles.

After cultivation for 7 days, the percentages of viable and atretic ovarian
follicles of all types were significantly different (Table 2). A predominance of viable
follicles in ovaries cultivated without gossypol and a predominance of atretic follicles

in ovaries cultivated with gossypol was found.
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Discussion

We found that chicken ovaries cultivated with gossypol at all of the tested
concentrations showed an increased proportion of atretic follicles at all stages of
development.

Several studies showed that laying hens fed cottonseed were adversely
affected by gossypol. Several studies demonstrated reduced egg production after
exposure to feed that contained various minimal levels of free gossypol, including
101.5 mg/kg [33], 126 mg/kg [34], 130 mg/kg [35], 200 mg/kg [31] and 400 mg/kg
[32]. The complete cessation of egg production may occur in hens fed 1,008 mg/kg
[34] and 1,500 mg/kg [31] of free gossypol in their feed. The egg weight was reduced
by exposure to free gossypol in feed at 255 mg/kg [35] or 400 mg/kg [31, 32]. Other
described adverse effects of gossypol exposure are discoloration the egg yolk and/or
the albumen [35-40].

The reported effects of gossypol on egg production and egg quality may be
due to its directly damaging the ovaries. However, no studies investigated this effect
in an avian species. In rats, the ovarian weight was decreased after subcutaneous
dosing with 5 or 10mg gossypol/kg/day for 20 days [9]. Rats subcutaneously dosed
with 25 mg gossypol /kg/day for 15 days exhibited a reduced number of normal
ovarian follicles and an increased number of atretic follicles, both of these at all stages
of development [27]. In cultivated porcine granulosa cells, gossypol inhibited
steroidogenic activity and the redox status and stimulated the production of vascular
endothelial growth factor [28]. Gossypol promoted cytotoxic and apoptotic activities

in ovarian carcinoma cell lines [42, 43].
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In our study, gossypol was observed to directly affect ovarian follicle cells,
increasing the proportion of atretic follicles at all stages of development in cultivated
chicken ovaries. Damage to primordial ovarian follicles permanently disrupts female
reproduction because these cells develop into primary, secondary, and antral follicles
in a continuous and nonreversible process [44]. Thus, it is likely that females exposed
to gossypol might experience early reproductive senescence due to the reduction of

the ovarian reserve of follicles.

Conclusion

Gossypol at all of the tested concentrations (5, 10 and)20L) increased the

proportion of atretic follicles at all stages of development in cultivated chicken

ovaries. Thus, gossypol may affect ovarian follicular viability and maturation, which

might interfere with female fertility.
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289 Table 1. Ovarian follicle populations (in %) of chicken ovaries that wernvated
290 for 0, 24 and 168 hours.
Follicles Hours of cultivation p2
0 24 168

Primordial
normal  66.7 (60/90) 71.4 (40/56) 65.4 (51/78) n.s.
atretic ~ 33.3 (30/90) 28.6 (16/56) 34.6 (27/78)

Transitional
normal  69.6 (16/23) 53.3 (8/15) 51.9 (14/27) n.s.
atretic 30.4 (7/23) 46.7 (7/15) 48.1 (13/27)

Primary
normal  83.3 (10/12) 70.0 (7/10) 56.3 (9/16) n.s.
atretic 16.7 (2/12) 30.0 (3/10) 43.8 (7/16)

Secondary
normal  68.2 (15/22) 42.9 (3/7) 57.1 (8/14) n.s.
atretic 31.8 (7/22) 57.1 (417) 42.9 (6/14)

Antral
normal 69.2 (9/13) 78.1 (57/73) 84.6 (22/26) n.s.
atretic 30.8 (4/13) 21.9 (16/73) 15.4 (4/26)

Total
normal 68.8 (110/160) 71.4 (115/161) 64.6 (104/161) n.s.
atretic  31.3 (50/160) 28.6 (46/161) 35.4 (57/161)

291 ?Fisher’s exact test; n.s.: non-significant (P>0.05)
292
293
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Table 2. Ovarian follicle populations (in %) of chicken ovaries that werévated

with gossypol at different concentrations (0, 5, 10 ar2§/ml) for 24 hours.

Follicles

Primordial
normal
atretic

Transitional
normal
atretic

Primary
normal
atretic

Secondary
normal
atretic

Antral
normal
atretic

Total
normal
atretic

Gossypol (ug/ml)

5

10

Pa

20

71.4 (40/56)
28.6 (16/56)

53.3 (8/15)
46.7 (7/15)

70.0 (7/10)
30.0 (3/10)

42.9 (3/7)
57.1 (4/7)

78.1 (57/73)
21.9 (16/73)

71.4
(115/161)

28.6 (46/161)

52.7 (29/55)
47.3 (26/55)

36.7 (11/30)
63.3 (19/30)

26.3 (5/19)
73.7 (14/19)

34.8 (8/23)
65.2 (15/23)

48.5 (16/33)
51.5 (17/33)

48.7 (37/76)
51.3 (39/76)

21.1 (8/38)
78.9 (30/38)

27.3 (6/22)
72.7 (16/22)

9.1 (1/11)
90.9 (10/11)

40.0 (8/20)
60.0 (12/20)

37.0 (34/54) 0.0032
63.0 (34/54)

5.1 (2/39)  0.0003
94.9 (37/39)
0 0.0460
100 (4/4)
30.0 (6/20)  n.s.

70.0 (14/20)

40.4 (23/57) <0.0001
59.6 (34/57)

43.1 (69/160) 35.9 (60/167) 29.3 (51/174) <0.0001

56.9 (91/160)

64.1
(107/167)

70.7
(123/174)

@ Fisher’s exact test; n.s.: non-significant (P>0.05)
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Table 3. Ovarian follicle populations (in %) of chicken ovaries that werévated

with gossypol at different concentrations (0, 5, 10 ar2@/ml) for seven days.

Follicles

Primordial
normal
atretic

Transitional
normal
atretic

Primary
normal
atretic

Secondary
normal
atretic

Antral
normal
atretic

Total
normal
atretic

Gossypol (ug/ml) pa
0 5 10 20
65.4 (51/78) 44.6 (33/74) 33.3(27/81) 29.8 (25/84) <0.000
34.6 (27/78) 55.4 (41/74) 66.7 (54/81) 70.2 (59/84) T
51.9 (14/27) 30.0 (6/20) 20.6 (7/34)  10.0 (2/20) 0.0106
48.1 (13/27) 70.0 (14/20) 79.4 (27/34) 90.0 (18/20)
56.3(9/16) 23.1(3/13) 31.3 (5/16) 0 0.0335
43.8 (7/16) 76.9 (10/13) 68.8 (11/16) 100 (8/8)
57.1 (8/14)  10.5 (2/19) 0 7.4 (2/27)  0.0006
42.9 (6/14) 89.5(17/19) 100 (9/9)  92.6 (25/27)
84.6 (22/26) 0 24.1 (7/29) 0 <0.000
15.4 (4/26) 100 (38/38) 75.9 (22/29) 100 (36/36) 1
64.6 26.8 (44/164) 27.2 (46/169) 16.6 (29/175) <0.000
(104/161) 73.2 72.8 83.4 1
35.4 (57/161) (120/164)  (123/169)  (146/175)

@ Fisher’s exact test; n.s.: non-significant (P>0.05)



