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Porque dEle, por meio dEle e para Ele, são 

todas as coisas.  
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"Sabemos que todas as coisas cooperam para o 

bem daqueles que amam a Deus, daqueles que 

são chamados segundo o seu propósito".  

(Romanos 8:28). 

 



RESUMO 

 

Os objetivos foram: Capítulo I) avaliar os efeitos de diferentes concentrações de anetol no 

cultivo in vitro de folículos pré-antrais caprino inclusos no tecido ovariano (in situ); Capítulo 

II) estudar o efeito da adição de anetol sobre o cultivo in vitro de folículos antrais iniciais (FAI) 

caprinos cultivados na forma isolada; Capítulo III) investigar o impacto da suplementação de 

anetol em meio de maturação in vitro (MIV) sobre a retomada da meiose de oócitos bovino e 

desenvolvimento embrionário. No Capítulo I, fragmentos ovarianos foram fixados 

imediatamente (controle não cultivado) ou distribuídos aleatoriamente em cinco tratamentos: 

α-MEM+ (controle cultivado), α-MEM+ suplementado com 50 μg/mL de ácido ascórbico (AA), 

ou anetol a 30 (AN30), 300 (AN300) ou 2000 µg/mL (AN2000), durante 1 ou 7 dias. No 

Capítulo II, FAI foram isolados e cultivados por 18 dias na ausência (controle) ou presença de 

anetol (300 μg/mL). Já no Capítulo III, oócitos foram maturados em TCM199+ (tratamento 

controle) ou TCM199+ suplementado com anetol nas concentrações de 30 (AN30), 300 

(AN300) e 2000 μg/mL (AN2000) por 24 horas. No Capítulo I, após 7 dias de cultivo, foi 

observado um porcentual superior (P < 0,05) de folículos morfologicamente normais quando o 

AN2000 foi usado. O anetol nas concentrações de 30 e 2000 µg/mL nos dias 1 e 7 de cultivo 

resultou em diâmetro folicular maior (P < 0,05) do que no tratamento controle cultivado. No 

dia 7 de cultivo, o AN30 foi único capaz de reduzir (P < 0,05) os níveis de EROs no meio de 

cultivo quando comparado aos demais tratamentos. No Capítulo II, o anetol melhorou as taxas 

de retomada da meiose, metáfase II e desenvolvimento embrionário, bem como seu efeito sobre 

o aumento do poder antioxidante de redução do ferro e redução na expressão de genes 

apoptóticos (P < 0,05). Além disso, este estudo relatou, pela primeira vez, uma prenhez caprina 

após fertilização in vitro de oócitos derivados de FAI cultivados in vitro. No Capítulo III, o 

percentual de oócitos em MII foi semelhante (P > 0,05) entre os tratamentos (intervalo, 77–

96%). O anetol a 300 µg/mL foi o único tratamento que resultou em maiores (P < 0,05) taxas 

de clivagem e desenvolvimento embrionário (mórula e blastocisto) em comparação ao 

tratamento controle. Oócitos tratados com AN300 apresentaram maior (P < 0,05) FRAP e 

potencial de membrana mitocondrial em comparação ao controle. Além disso, o AN300 

aumentou (P < 0,05) o número médio de células totais nos blastocistos em comparação ao 

controle e AN30. Em conclusão, a suplementação de meio de cultivo com anetol melhorou a 

sobrevivência e o desenvolvimento folicular precoce em diferentes concentrações. Além disso, 

a adição de anetol melhora o crescimento e maturação in vitro de oócitos derivados de FAI 

caprinos associado a um impacto positivo sobre a produção embrionária in vitro, resultando 



inclusive na produção de uma prenhez. E, adicionalmente, sugere-se o uso de anetol a 300 

μg/mL durante a MIV melhorando a quantidade e qualidade de embriões produzidos in vitro. 

 

Palavras-chave: Espécies reativas de oxigênio. Folículo pré-antral. Oócito. Anetol. 

Antioxidante. 

  



ABSTRACT 

 

The aims were: Chapter I) to evaluated the effect of different anethole concentrations on the in 

vitro culture of caprine preantral follicles enclosed in ovarian tissue (in situ); Chapter II) to 

study the effect of the addition of anethole on in vitro culture of early antral follicles (EAF) 

goats isolated; and Chapter III) to investigated the impact of anethole supplementation to in 

vitro maturation (IVM) media on the resumption of bovine oocyte meiosis and embryonic 

development. Chapter I, ovarian fragments were fixed immediately (noncultured control) or 

distributed into five treatments: α-MEM+ (cultured control), α-MEM+ supplemented with 

ascorbic acid at 50 μg/mL (AA), anethole at 30 (AN30), 300 (AN300), or 2000 µg/mL 

(AN2000), for 1 or 7 days. For Chapter II, EAFs were isolated and cultured for 18 days in the 

absence (control) or presence of anethole (300 μg/mL). Already for the Chapter III, oocytes 

were maturated in TCM199+ (control treatment) or TCM199+ supplemented with anethole at 

concentrations of 30 (AN30), 300 (AN300), and 2000 μg/mL (AN2000) for 24 hours. In the 

Chapter I, were demonstrated that after 7 days of culture, highest (P < 0.05) percentage of 

morphologically normal follicles was observed when anethole at 2000 μg/mL was used. 

Anethole at 30 and 2000 µg/mL concentrations at days 1 and 7 of culture resulted larger (P < 

0.05) follicular diameter than in the cultured control treatment. At day 7 of culture, reactive 

oxygen species levels were lower (P < 0.05) in the AN30 treatment than the other treatments. 

Regarding the results of Chapter II, Anethole positively affected oocyte maturation and embryo 

development, as well as increased the ferric reducing antioxidant power, and downregulated 

the expression of pro-apoptotic genes (P > 0.05). Furthermore, this study reported, for the first 

time, one caprine pregnancy after IVF of oocytes derived from EAFs grown in vitro. In Chapter 

III, the percentage of MII oocytes were similar (P > 0.05) among the treatments (range, 77–

96%). Anethole at 300 µg/mL was the only treatment that yielded higher (P < 0.05) cleavage 

and embryo development (morula and blastocyst) rates compared to the control treatment. 

Oocytes treated with AN300 had higher (P < 0.05) FRAP and mitochondrial membrane 

potential compared with the control treatment. Furthermore, AN300 treatment increased (P < 

0.05) the average number of total cells in blastocysts compared to the control and AN30 

treatments. In conclusion, supplementation of culture medium with anethole improves survival 

and early follicle development in different concentrations. Besides, anethole improved growth 

and maturation of goat oocytes when added during the in vitro culture of isolated EAFs. Also, 

it had a positive impact on in vitro embryo production, even producing one pregnancy. And, 



additionally, the use of anethole at 300 μg/mL during IVM is suggested to improve the quantity 

and quality of embryos produced in vitro. 

 

Key-words: Reactive oxygen species. Pre-antral follicle. Oocyte. Anethole. Antioxidant.  


