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RESUMO 

O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos de diferentes concentrações da dexametasona 

sobre o desenvolvimento, viabilidade, formação de antro e integridade morfológica em 

folículos secundários bovinos cultivados in vitro por 18 dias. Paraeste propósito, os ovários 

bovinos foram obtidos em abatedouro local, em condições assépticas já padronizadas. No 

laboratório, os folículos secundários com aproximadamente 150-200µm de diâmetro foram 

isolados e destinados ao cultivo in vitro em gotas de TCM-199+sozinho ou suplementado com 

diferentes concentrações de dexametasona (1, 10, 100 e 1000ng/mL). Ao final do período de 

cultivo, os folículos cultivados foram destinadosàavaliação da viabilidadecom os corantes 

calceína-AM(viáveis) e etídio homodímero(não viáveis),bem como avaliação dos diâmetros 

foliculares e formação de antro nos dias 0, 6, 12 e 18. Além disso, antes e após 

cultivoinvitro,osfolículosforam fixados para análiseshistológica e ultraestrutural.Os dados do 

crescimento folicular foram submetidos ANOVA, seguido do teste T, enquanto para a análise 

da viabilidade folicular e formação de antro foi utilizado o teste Qui-quadrado (p<0,05). Os 

folículos cultivados em todos os tratamentos com dexametasona apresentaram crescimento 

significativo, mas somente aqueles cultivados com 1ng / mL e 1000ng / mL apresentaram 

crescimento até 12 dias de cultivo, porém,não houve diferença significativa entre os 

tratamentos. Folículos cultivadosmostraram formação de cavidade antralao final do período 

de cultivo. Os folículos cultivados na presença dedexametasona apresentaram coloração verde 

(calceína), indicando viabilidade. A morfologia e a ultraestrutura mostraram que os folículos 

cultivadoscomdexametasonatinham a ultraestrutura preservada. No entanto, oócitos de 

folículos cultivados com 10, 100 ou 1000ng / mL de dexametasona tinham sinais de 

degeneração.  Pode-se concluir que folículos cultivados in vitro na presença 

dedexametasonaapresentaram crescimento in vitro, bem como manutenção da viabilidade e 

ultraestrutura folicular. 

Palavras-chave: Bovinos, dexametasona, cultivo in vitro, folículos secundários. 



 

ABSTRACT 

The objective of this study was to evaluate the effects of different concentrations of 

dexamethasone on development, viability, antrum formation and morphological integrity in 

bovine secondary follicles grown in vitro for 18 days. For in vitro studies, bovine ovaries 

were obtained at local slaughterhouse, under aseptic conditions already standardized. In the 

laboratory, secondary follicles with approximately 150-200µm diameter were isolated and 

intended for in vitro culture in TCM-199+drops alone or supplemented with different 

concentrations of dexamethasone (1, 10, 100 and 1000ng / mL). At the end of the culture 

period, cultured follicles were evaluated for viability with calcein-AM (viable) and ethidium 

homodimer (non-viable) dyes, as well as evaluation of follicular diameters and den formation 

on days 0, 6, 12 and 18. In addition, before or after in vitro culture, the follicles were fixed for 

histological and ultrastructural analysis. The follicular growth data were submitted to ANOVA, 

followed by the T test, while the chi-square test (p <0.05) was used for follicular viability and 

antrum formation. The follicles cultivated in all treatments with dexamethasone presented 

significant growth, but only those cultivated with 1ng / mL and 1000ng / mL presented 

growth up to 12 days of culture. However, there was no significant difference between 

treatments. Follicles cultured in all treatments showed antral cavity formation at the end of the 

culture period. The follicles cultured in the presence of dexamethasone showed green 

coloration (calcein), indicating viability. Morphology and ultrastructure showed that follicles 

cultured with dexamethasone had the ultrastructure preserved. However, follicle oocytes 

cultured with 10, 100 or 1000ng / mL dexamethasone had signs of degeneration. It can be 

concluded that follicles cultured in vitro in the presence of dexamethasone showed in vitro 

growth, as well as maintenance of viability and follicular ultrastructure. 

Keywords: Bovine, dexamethasone,in vitro culture, secondary follicles. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O ovário mamífero apresenta baixa eficiência no que diz respeito à liberação de 

oócitos maduros, pois dos milhares de folículos presentes ao nascimento, apenas 0,1% alcança 

a ovulação (HANSEN et al., 2009), fazendo com que o desenvolvimento de um folículo pré-

ovulatório a partir de um folículo primordial seja um evento extremamente raro. Assim, o 

desenvolvimento de biotécnicas reprodutivas como a Manipulação de Oócitos Inclusos em 

Folículos Ovarianos Pré-antrais (MOIFOPA) que visa o estudo e a compreensão da 

foliculogênese pré-antral através do isolamento e recuperação de folículos ovarianosapresenta 

grande importância (LIMA; SANTOS, 2010). Essa técnica tem sido utilizada em várias 

pesquisas, nas mais diversas espécies, como por exemplo, em bovinos (PASSOS et al, 2016; 

ROSSI et al., 2015; SILVA et al., 2014; SILVA et al., 2017a); caprinos (ARAÚJO et al., 2011); 

ovinos (LUNARDI et al., 2016) e camundongos (ZHANG et al., 2017), viabilizando a 

recuperação de um grande número de oócitos a partir de folículos pré-antrais, possibilitando 

também a adição de diversas substancias ao meio de cultivo in vitropara avaliação a 

toxicidade e influencia na integridade e no desenvolvimento de folículos pré-antrais ovarianos 

(GUERREIRO et al., 2016). 

A utilização de meios de cultivo apropriados pode auxiliar a manutenção da 

viabilidade das células durante o cultivo, como exemplo, o meio TCM-199 que tem sido 

utilizado com sucesso em folículos secundários isolados na espécie bovina (ROSSETTO et al., 

2013). Além disso, estesmeiospodemser suplementados com substâncias que forneçam 

energia, proteção contra agentes oxidantes, antibióticos e hormônios que auxiliam no 

desenvolvimento dos folículos. De forma geral, o meio TCM-199, suplementado, tem 

permitido o desenvolvimento folicular por 18 dias(PAULINO et al., 2018; CUNHA et al., 

2018), mas ainda assim são necessários mais estudos com adição de novas substâncias, 

visando o cultivo in vitrocomo uma excelente alternativa para se avaliar os efeitos de várias 

drogas (utilizadas para o tratamento de doenças) sob o desenvolvimento folicular in 

vitro(GUERREIROet al., 2016; SILVA et al., 2018).  

Os sistemas de cultivo in vitro também podem ser utilizados para avaliar os efeitos de 

drogas ou medicamentos sobre o desenvolvimento e viabilidade dos oócitos. Sabe-se que na 

clínica médica animal, o uso indiscriminado da dexametasona na corticoterapia, como anti-

inflamatóriosistêmico em bovinos(EGUCHI et al., 2017), traz algumas consequências de 

ordem reprodutiva como os abortos prematuros, aumento do intervalo entre partos, retenção 
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placentária (GRUNERT et al., 2005), mortalidade materna e nascimento de bezerros mortos 

ou extremamente debilitados (MALMA, 1993). O uso da dexametasona também foi 

responsável por diminuir a frequência e a amplitude do LH, inibindo desta forma o 

desenvolvimento folicular, diminuição de estradiol e interferência na regressão do corpo lúteo 

(BROUSSARD et al., 1997). No entanto, ainda não são conhecidos os efeitos da 

dexametasona sobre o desenvolvimento de folículos pré-antrais bovinos. Desta forma, este 

estudo pode esclarecer se este glicocorticoides afeta negativamente ou positivamente o 

desenvolvimento folicular também na fase pré-antral. 

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

seguir abordará aspectos relacionados ao desenvolvimento folicular e oocitárioin vivo e in 

vitro, cultivo in vitro de folículos secundários, glicocorticoides e seus efeitos adversos na 

fisiologia reprodutiva de fêmeas bovinas. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Oogênese e Foliculogênese em bovinos 

 

2.2.1. Oogênese 

 

O processo de oogênese, caracterizado pelo o desenvolvimento do oócito em paralelo 

ao desenvolvimento folicular, culmina com a maturação oocitária através de mudanças 

nucleares e citoplasmáticas (KARDONG, 2016; VAN DEN HURK; ZHAO, 2005). A 

oogênese tem início durante a gestação, na faseembrionária, a partir da proliferação e 

migração das células germinativas primordiais (CGPs) para as gônadas em desenvolvimento, 

passando por mudanças na reorganização das organelas que resultam na formação 

dasoogônias (SADEU et al., 2006). Parte dessasoogônias passam por divisões mitóticas, para 

assegurar a renovação de células germinativas, e em seguida estas células iniciam a primeira 

meiose para dar origem aosoócitos (MARTINS et al., 2008), formandoassimooócitoprimário. 

Em mamíferos, o oócito primário passa por vários eventos sequenciais até alcançar a 

fase de metáfase II (BLANCO et al., 2011). O oócito primário, que se encontra em estágio de 

vesícula germinativa, retoma a meiose por influência de hormônios (FSH e LH) a partir da 

puberdade, o que promove a quebra da vesícula germinativa e formação do oócito secundário. 

A segunda meiose se inicia e permanece na metáfase II até que ocorra a fecundação 

(MOORE; PERSAUD, 1994)(Fig. 1). Após a fecundação, ocorre o término da segunda 

divisão meiótica e formação do oócito haploide fecundado, o que caracteriza o final da 

oogênese. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Oogênese em mamíferos.As siglas CPI e CPII representam o corpúsculo polar 

formado no final de cada meiose. Fonte: Elaborada pelo autor. 
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2.1.2. Foliculogênese 

 

O processo de desenvolvimento folicular é denominado de foliculogênese (ADONA et 

al., 2012). Durante a foliculogênese ocorre a proliferação das células da granulosa e 

crescimento oocitário, promovendo assim o desenvolvimento dos folículos primordiais em 

direção ao estágio de folículos pré-ovulatórios (Fig. 2).  

 

 

 

Figura 2. Foliculogênese no ovário mamífero. Fonte: Dreamstime – Banco digital de 

imagens. 

 

De acordo com as características morfológicas, os folículos ovarianos podem ser 

classificados em folículos pré-antrais, que inclui os folículos primordiais, primários e 

secundários, e em folículos antrais,ou seja, os folículos terciários e pré-ovulatórios (ADONA 

et al., 2012; RODRIGUEZ; FARIN, 2004; BARNETT et al., 2006). A classificação e 

categoria folicular estão apresentadas na Figura 3. 
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Figura 3. Classificação dos folículos em pré-antrais e antrais de acordo com o estágio de 

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

 

Os folículos primordiais apresentam um oócito circundado por uma camada de células 

da granulosa de formato pavimentoso, se diferenciando dos folículos primários com uma 

única camada de células da granulosa, com formato cuboide, que circunda o oócito. (ADONA 

et al., 2012). Através da análise ultraestrutural foi observado que os folículos primordiais 

apresentam um oócito esférico ou ovoide em estreito contato e completamente rodeado por 

células da granulosa de formato achatada, formando zonas de aderência. Estes folículos 

apresentam ainda, prolongamentos de microvilos no oócito em direção as células da 

granulosa, organelas aglomeradas ao redor do núcleo oocitário e mitocôndrias evidentes. Já os 

folículos primários apresentamtambém oócitosovoides ligados por endocitose às células da 

granulosa, com projeções de microvilos, mitocôndrias abundantes, e em algumas áreas 

princípio de zona pelúcida(BASSO; ESPER, 2002). 

A progressão do folículo primário ao estágio de folículo secundário é caracterizada 

pela formação da segunda camada de células da granulosa e pela formação inicial da zona 

pelúcida em torno do oócito, que aumenta de tamanho (RODRIGUEZ; FARIN, 2004). A 

categoria dos folículos secundários tem como características ultraestruturas in vivo a formação 

da zona pelúcida ao redor do oócito em associação aos microvilos, muitas mitocôndrias 

alongadas e espalhadas, presença de gotículas lipídicas e oócitos com presença de grânulos 

corticais (BASSO; ESPER, 2002). 

O desenvolvimento de folículos secundários está relacionado com a 

expressãodereceptores para hormôniosgonadotrópicos, FSH e LH (XU et al.,1995), podendo-

se dizer que essa categoria folicular é sensível ao FSH. O LH desencadeia o processo de 

biossíntese de andrógenos tecais que podem estimular a formação de novos receptores de FSH 
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nas células da granulosa. Deste modo, o FSH pode amplificar seu efeito sobre os folículos 

secundários (YOUNG; Mc NELLY, 2010), estimulando a proliferação, diferenciação das 

células da granulosa e formação do antro (RICHARDS et al., 2002). 

O desenvolvimento dos folículos pré-antrais sofre forte influência de fatores de 

crescimento, de origemparácrina. Essas respostas têm um caráter bidirecional, ações essas 

vindas do oócito para as células da granulosa, como também das células da granulosa para o 

oócito (BURATINI JR., 2007). Essa benéfica comunicação se deve as conhecidas projeções 

transicionais, que auxiliam na troca de substâncias através das junções gap, e que serão mais 

bem detalhadas mais na frente. 

Entre os fatores de crescimento que auxiliam tanto no desenvolvimento de folículos 

pré-antrais, como no desenvolvimento de oócitos, estão o kit-ligante (KL), o fator de 

crescimento e diferenciação-9 (GDF-9), e a proteína morfogenética óssea-15 (BMP-15). Entre 

as funções relacionadas ao kit-ligante, além de estimular o desenvolvimento folicular na fase 

pré-antral, participa na indução da proliferação das células da granulosa, através da produção 

de substâncias que estimulam o processo de mitose pelo oócito (OTSUKA; SHIMASAKI, 

2002). O GDF-9 já é bem conhecido por influenciar o crescimento de folículos secundários 

cultivados por 12 dias (VASCONCELOS et al., 2012). No caso de folículos primordiais, a 

ausência da expressão de GDF-9 pode causar infertilidade, cessando a foliculogênese (DONG 

et al., 1996), bem como também na manutenção da qualidade estrutural das projeções 

transicionais (CARABATSOS et al., 1998).  

A proteína morfogenética óssea-15 (BMP-15) está fortemente ligada ao controle da 

foliculogênese. Essa participação se dá com a interação da BMP-15 com o KL, induzindo o 

início do desenvolvimento folicular, que por sua vez, no decorrer do crescimento do oócito, 

produz GDF-9 que promove a proliferação das células da granulosa e a modulação do KL 

(SHIMASAKI et al., 2003). Em um estudo de cultivo in vitro de folículos bovinos, a 

influência da BMP-15 pode ser demonstrada quando folículos cultivados se desenvolveram, 

obtendo a formação do antro, mantendo a integridade ultraestrutural e viabilidade por 12 dias 

de cultivo (PASSOS et al., 2013).  

Além de fatores de ativação e crescimento que envolve o desenvolvimento folicular e 

oocitárioin vivo, o processo de diferenciação e formação do folículo pré-ovulatório é um 

evento mediado por diversos outros fatores como a expressão de genes reguladores de 

proliferação (IL-4; KL), diferenciação (FGF-2; TNFα), genes reguladores da sobrevivência 

(KL; LIF - Fator inibidor de leucemia) e ainda expressão de genes relacionados a maturação 

folicular (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005). Essas informações reforçam a ideia de que a 
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interação folículo-oócito e a interação de substâncias in vivo são importantes para a 

manutenção do desenvolvimento folicular e oocitário, sendo de extrema importância para a 

aplicação em estudos in vitro. 

Ainda sobre o desenvolvimento folicular, duas importantes informações devem ser 

evidenciadas.Primeiro, nos folículos pré-antrais ocorre uma interação entre as células 

foliculares e oócito com secreção de fatores locais. Já nos folículos antrais, além da interação 

com fatores locais, há uma dependência de gonadotrofinas (OLIVEIRA; FERREIRA; 

MINGOTI, 2011), que participam da esteroidogênese, proporcionam a ovulação e a 

luteinização, além de estimular a proliferação e diferenciação das células da granulosa e 

formação do antro (RICHARDS et al., 2002). 

Essa sincrônica interação entre as células foliculares e oócitorepresenta uma 

importante comunicação e sinalização existente entre células da granulosa e oócito, através 

das junções gap (MELLO et al., 2013; SARAIVA et al., 2010).Estas interações são de 

extrema importância, pois estão envolvidas no desenvolvimento do oócito em todos os seus 

aspectos (HUGH, 2018). Essa comunicação entre as células foliculares e oócitos se dá pela 

presença de estruturas conhecidas como projeções transicionais (TPZs) que partem das células 

da granulosa e se ligam através de projeções citoplasmáticas ao oócito, sendo essas projeções 

influenciadas por fatores de crescimento (Fig. 4). Em um estudo com camundongos, foi 

observado que a ausência de GDF-9, além de diminuir a quantidade de projeções 

transicionais, ocasiona uma mudança estrutural nas mesmas demonstrando assim que a 

quantidade de projeções presentes é influenciada pelo fator de crescimento GDF-9 produzido 

pelo oócito (CARABATSOS et al., 1998). Em bovinos, o GDF-9, em condições in vitro, já 

demonstrou proporcionar o crescimento de folículos secundários cultivados por 12 dias 

(VASCONCELOS et al., 2012), fortalecendo ainda mais a ideia de que o fatores como o 

GDF-9 influencia as projeções transicionais. 
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Figura 4. Estrutura de comunicação entre células da granulosa eoócito, denominada de 

projeções transicionais (TPZs). Fonte: Hugh, (2018). 

 

Considerando a população folicular ovariana, os folículos pré-antrais representam a 

grande maioria dos folículos presentes no ovário de mamíferos (SILVA et al., 

2003).Noentanto, apenas de 1 a 2% destes folículos alcançam a ovulação, e os demais sofrem 

o processo de atresia(BARUSELLI et al., 2007). 

Desta forma, o desenvolvimento de pesquisas que envolva a classe de folículos pré-

antrais, em especial de folículos secundários, permite a exploração máxima desses folículos 

que estariam destinados a atresia permitindo assim uma maior aplicabilidade nas biotécnicas 

reprodutivas. Além disso, é importante estudar a morfologia e classificação folicular, pois 

possibilita o reconhecimento dos folículos em desenvolvimento ouatrésicos, visto que as 

mudanças morfológicas estão associadas a esses eventos (RODGERS; IRVING-ROFGERS, 

2010). 

 

2.1.3.Crescimento folicular na fase antral 

 

Os folículos terciários ou antrais são caracterizados por apresentarem múltiplas 

camadas de células da granulosa organizadas, durante seu crescimento ocorre a formação da 

cavidade antral que se expande paralelamente com a proliferação das células da granulosa 

(RODGERS; IRVING-RODGERS, 2010). A cavidade antral é preenchida pelo fluido 

folicular, o qual é composto de água, eletrólitos, proteínas séricas e alta concentração de 

hormônios esteroides fornecidos pelas células da granulosa (BARNETT et al., 2006). O 

antroestá diretamente ligadoa competência meiótica que é adquirida durante a foliculogênese 
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(SÁNCHEZ; SMITZ, 2012). O folículo terciário, por análiseultraestrutural, apresenta zona 

pelúcida circundando completamente o oócito com projeções que partem das células da 

granulosa, passando pela zona pelúcida e atingindo o ooplasma. As organelas se apresentam 

mais organizadas e uniformes, com mitocôndrias alongadas, aumento de gotículas lipídicas e 

vesículas (FAIR et al., 1997; HYTTEL et al., 1997). 

Durante o desenvolvimento de folículos antrais, especialmente após alcançarem um 

diâmetro de 3 a 4mm,observa-se aocorrência de uma a três, ou quatro ondas de 

desenvolvimento folicular por ciclo estral em bovinos (BARUSELLI et al., 2007). Uma onda 

folicular é iniciada com um grupo de folículos, com aproximadamente 4 mm, que sob 

estímulo do FSH são recrutados, crescendo simultaneamente, estendendo-se por dois ou três 

dias (MIHM; BLEACH, 2003; PETER et al., 2009), sendo que apenas um completará o ciclo 

(GINTHER et al., 2003). Esse folículo, por sua vez passa a ser dominante em relação aos 

outros folículos e inibe que um novo grupo de folículos seja recrutado. O folículo dominante 

inibe a ovulação dos folículos subordinado devidoa baixa constância de pulsatilidade do 

hormônio luteinizante (GINTHER; KNOPF; KASTELIC, 1989; GINTHERet al., 1996). 

Detalhadamente, na dinâmica folicular em bovinos, três eventos importantes 

acontecem e devem ser evidenciados. São eles, o recrutamento, a seleção e a dominância 

folicular (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005). Nesse evento inicial, denominado de 

recrutamento, um grupo de folículos em crescimento são recrutados, a partir de então, 

continuam a se desenvolver até o início do próximo evento, a seleção. É válido destacar que 

os folículos bovinos na fase defolículospré-antrais até antrais iniciais se desenvolvem sem a 

necessidade de gonadotrofinas. Os folículos se desenvolvemmesmo em níveis baixos de FSH 

até o momento do recrutamento (FORTUNE et al., 2001). 

No segundo evento, afase de seleção, apenas um folículo é selecionadoepassa a ser 

denominado de folículo dominante, que prosseguirá até o seu completo desenvolvimento 

(GINTHER et al.,1996). Ressalta-se que durante essa fase ocorre a escolha do folículo que 

seguirá até a dominância, em contrapartida há uma diminuição em número dos outros 

folículos que estavam em crescimento (SILVA et al., 2016). Acredita-se que essa diminuição 

do número de folículos em desenvolvimento é advinda da regulação da secreção de FSH por 

causa do aumento na produção do hormônio estradiol e inibina pelas células foliculares 

dofolículo em desenvolvimento ou dominante (SILVAet al., 2016). Ocorre então a 

divergência folicular, os folículos seguem por dois caminhos, um folículo é escolhido para 

seguir e se tornar o folículo dominante, enquanto os que restaram sofrematresia, e são 

denominados de folículos subordinados (GINTHER et al., 1996).  
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No terceiro evento, na dominância folicular, o folículo que foi recrutado, desenvolve-

se e torna-se cada vez mais sensível ao FSH. A redução passiva do FSH se dá pelo aumento 

do estradiol e da inibina, os menores níveis de FSH atenua o desenvolvimento dos folículos 

subordinados, porém, se mantém o suficiente para sustentar o desenvolvimento do folículo 

dominante (ALVES et al., 2002). Essas informações indicam que até haver a dominância, os 

folículos são independentes de FSH. Já com relação ao LH, essa dependência ocorre após o 

evento de dominância (FORTUNE et al., 2001). O processo demonstrando a ocorrência de 

dois eventos e os principais hormônios participantes podem ser vistos na Figura 5 e o 

processo de dinâmica folicular com até três ondas foliculares, como mencionado inicialmente, 

pode ser observado na Figura 6. 

 

 

 

Figura 5.Dinâmica folicular com duas ondasde desenvolvimento folicular. Fonte: Adams et 

al., (2008). 
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Figura 6. Esquema demonstrando a dinâmica folicular com três ondas foliculares. Fonte: 

Adams et al., (2008). 

 

2.1.4. Maturação oocitáriaem bovinos 

 

A maturação oocitáriaé um evento que ocorre paralelamente e de forma sincronizada 

com a foliculogênese, visto que são eventos relacionados funcionalmente (SILVA et al, 

2016). Os oócitos após iniciarem a primeira meiose, estacionam na prófase I, momento esse 

de grande importância, pois, é nesse momento que se tornam aptos para uma futura ovulação 

ou atresia (LONERGAN; FAIR, 2015). 

Em mamíferos, especificamente em bovinos, os oócitos já iniciaram a primeira 

meiose, tendo sua primeira parada da meiose no estágio denominado de diplóteno ou como 

vesícula germinativa (VG) (RICHARDS, 1980). Esse estágio se torna importante, pois 

durante esse processo no oócito há constante produção de RNAm e proteínas, além de 

mitocôndrias que darão suporte ao desenvolvimento embrionário no caso de uma fertilização 

(SVOBODA; FRANKE; SCHULTZ, 2015). 

A maturação oocitária é um processo que envolve dois eventos importantes, a 

maturação nuclear e a maturação citoplasmática. Os dois eventos ocorrem em conjunto, 

porém, o completo sucesso da fertilização está mais estreitamente ligado a maturação 

citoplasmática (ARAÚJO et al., 2014a). 

Entre os eventos que ocorrem durante a maturação, a maturação nuclear tem bases 

moleculares que regem esse evento, dentre eles, a queda dos níveis de AMPc (bloqueador da 
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meiose) devido ao pico de LH que afasta o oócito das células do cumulus. Isto promove uma 

perda da comunicação entre esses tipos celulares e impede o fornecimento de AMPc para o 

oócito, que é produzido pelas células da granulosa (CARABATSOS et al., 2000). Ocorre 

também a modulação dos níveis de cálcio (Ca2+) pela influência do hormônio gonadotrófico 

LH, pois, no espaço intracelular há um aumento dos níveis de cálcio (VAN DEN HURK; 

ZHAO, 2005).A proteína conhecida como fator promotor da meiose (MPF), como o próprio 

nome sugere, também está diretamente relacionada a quebra da vesícula germinativa e 

ativação da meiose (Fig. 7). Para a ativação da MPF estão envolvidas cascatas de eventos de 

fosforilação, como exemplo, de proteínas que estão relacionadas a reorganização do 

citoesqueleto, que originam o envelope nuclear e na condensação da cromatina (TROUNSON 

et al., 2001). 

 

 

Figura 7. Ação do fator promotor da meiose. Fonte: Adaptado de Araújo et al., (2007). 

 

A maturação bem-sucedida, com um bom desenvolvimento oocitário 

econsequentemente uma fertilização com a obtenção de um embrião saudável, está atribuída a 

uma maturação citoplasmáticaeficiente(ARAÚJO et al., 2014a). Nesse evento 

estãoenvolvidos a reorganização de organelas, como por exemplo, de mitocôndrias, que 

marcam a boa qualidade do oócitoem bovinos quando se transferem mais para o centro do 

citoplasma (STOJKOVIC et al., 2001). Sua participação está presente na sua função de 
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fornecimento de energia, ATP, para os processos que ocorrem no oócito nesse momento 

(ARAÚJO et al., 2014a). 

Outro fator muito importante são os grânulos corticais, pois, sua composição por 

enzimas, proteases, glicosidases e proteínas estruturais, além da migração desses grânulos 

para a periferia auxiliam no processo de proteção contra a polispermia (WESSEL et al., 

2001). Essas vesículas, através de sua composição, participam ativamente durante a 

fertilização, impendido a polispermia através de modificações na zona pelúcida do oócito, 

fornecendo uma barreira física (Fig. 8).  

 

  

 

Figura 8. Ação dos grânulos corticais. Fonte: Adaptado de Berne e Levy (2009). 

 

Não menos importante é a produção e estocagem de RNAmede proteínas que darão o 

suporte até que o embrião comece sua própria atividadetranscricional. Já foi relatado que a 

maioria dos transcritos é acumulada quando os oócitos se encontram no estágio de vesícula 

germinativa. Estes transcritos irão coordenar o subsequente desenvolvimento oocitário até a 

ativaçãodo genoma embrionário. Essa ideia é reforçada pelo fato de que 75% dos genes 

expressos foram expressos por oócitos imaturos (MAMOet al., 2014). 

 

2.2. Cultivo in vitro de folículos secundários 
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Ocultivode folículos pré-antraisvisapromovero desenvolvimento folicularinvitro, 

proporcionando o crescimento e maturação oocitário, ao mesmo tempo em que as células da 

granulosa se multiplicamesediferenciam(MAX et al., 2004). No entanto,existem alguns 

desafios, como a necessidade de um microambiente adaptável as diferentes fases foliculares 

(GREEN; SHIKANOV, 2016). Os folículos ovarianos podem ser cultivados no interior de um 

fragmento de córtex ovariano (in situ) ou na forma de folículos isolados (Fig. 9). O cultivo 

destes folículos isolados pode ser em um sistema bidimensional ou tridimensional. 

 

 

 

 

Figura 9. Folículos pré-antrais isolados em um sistema bidimensional (A) e in situ em (B). 

Fonte: Adaptado de Green e Shikanov (2016). 

 

O cultivo bidimensional pode se apresentar de algumas formas, dentre elas o folículo 

pode ser colocado em uma superfície, que pode ser uma matriz plástica ou extracelular (gel de 

colágeno, matrigel, etc.) (Fig. 10). Além disso, no cultivo bidimensional, os folículos pré-

antrais isolados podem ser inseridos e cultivados em gotas de meio de cultivo sob em óleo 

mineral, como demonstrado na Figura 11. No caso de folículos bovinos, já se tem muitos 

resultados positivos em relação a esse sistema de cultivo (VASCONCELOS et al., 2012; 

PASSOS et al., 2013; ROSSI et al., 2015; SILVA et al., 2014). 
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Figura 10. Sistemas de cultivo bidimensional de folículos isolados. Fonte: Adaptado de 

Araújo et al. (2014b). 

 

        

 

Figura 11.Folículo pré-antral isolado inserido em gota de meio de cultivo e sob óleo mineral 

para o cultivo in vitro bidimensional. Fonte: elaborado pelo autor. 

 

O cultivo tridimensional é caracterizado por utilizar um substrato no qual o folículo é 

inserido, sendo totalmente circundado, permitindo a manutenção da sua estrutura 

tridimensional(ROSSETTO et al., 2011). O sistema de cultivo tridimensional pode ser 

observado na Figura 12.  Neste sistema de cultivo, múltiplos folículos podem ser 

encapsulados na matriz. Outra possibilidade é realizar o co-cultivode folículos isolados com 

células alimentadoras (GREEN E SHIKANOV, 2016) (fig. 5). 

Esses sistemas de cultivo apresentam vantagens por permitir o acompanhamento 

individual do folículo e seu desenvolvimento até a etapa antral (PICTONet al., 2001). No 

entanto, ao se comparar os sistemas de cultivo de folículos ovarianos bovinos na presença de 

fator de crescimento endotelial vascular(VEGF), Araújo et al. (2014c) obtiveram uma maior 

taxa de crescimento folicular e porcentagem de formação de antro no sistema de cultivo 

bidimensional.  
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Figura 12.Folículo pré-antral cultivado em um sistema de cultivo tridimencional. Fonte: 

Adaptado de Desai(2010). 

 

 

 

Figura 13. Sistema de cultivo tridimensional de folículos isolados. Múltiplos folículos 

encapsulados em matriz (A), ou folículo encapsulado co-cultivado com células alimentadoras 

(B). Fonte: Adaptado de Green e Shikanov (2016). 

 

Os métodos de cultivo podem ser complementares (TELFER et al., 2008), ou seja, 

primeiramente realiza-se o cultivo in situ, para ocorrer a ativação folicular, e em seguida esses 

folículos são isolados, e cultivadosnovamente em um sistema de cultivo diferente, ou seja, o 

cultivo de folículos isolados. Uma interessante aplicação desses métodos e sistemas de 

cultivo, além de auxiliar nas pesquisas, é sua aplicação após a criopreservação do tecido 

ovariano (FAUSTINO et al., 2011). Em caso de descongelamento do tecido ovariano, os 

folículos podem ser isolados, maturados in vitro, fertilizados e consequentemente a formação 

e transferência do embrião (GREEN; SHIKANOV, 2016). 

Para que o desenvolvimento folicular seja alcançadoinvitroénecessárioa utilização de 

meios de cultivo, tais como α-MEM (Meio Essencial Mínimo Alfa), DMEM (Meio de Eagle 

Modificado de Dulbecco) (PHELAN; MAY, 2015), ou o TCM-199 (Meio de Cultivo 

Tecidual-199) (ROSSETTO et al., 2013). Neste sentido, um bom meio deve conterem sua 

formulação substâncias necessárias para o desenvolvimento e crescimento folicular como: 
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aminoácidos, vitaminas e sais (FIGUEIREDO et al., 2008).Dentre os meios descritos na 

literatura, o TCM-199 é muito utilizado para cultivo de folículos isolados (PAULINO et al., 

2018). Segundo Rossetto et al. (2013), ao se comparar os meios α-MEM, McCoy e TCM-199, 

concluiu-se que o TCM-199 foi mais eficaz que os demais meios para promover o 

crescimento folicular, formação do antro, manutenção da morfologia, viabilidade e 

funcionalidade folicular em folículos secundários isolados de ovários bovinos. 

Além dos estudos acerca dos meios de cultivos, muitas pesquisas têm sido realizadas 

para investigar a importância da suplementação desses meios com substâncias que são fontes 

de energia, tais como hipoxantina, glutamina, antioxidantes (ácido ascórbico), antibióticos e 

hormônios(ARAÚJO et al., 2014b).Todas estas substânciasvisam dar suporte a sobrevivência 

e desenvolvimento celular in vitro.  

Com relação a suplementação dos meios de cultivo com hormônios e fatores de 

crescimento, Gutierrez et al. (2000) realizou o cultivo in vitro de folículos secundários 

bovinos por 28 dias, sendo o meio de cultivo suplementado com FSH, EGF e IGF-1. Neste 

estudo,obteve-seo desenvolvimento folicular e formação da cavidade antral, tendo sido 

demonstrado a importância da presença destas substâncias na composição do meio de cultivo. 

Silva et al. (2017b) demonstrou que a suplementação do meio de cultivo com insulina, FSH e 

VEGF melhorou a retomada meiótica dos oócitos de folículos pré-antrais caprinos cultivados 

in vitro. Já em bovinos, a ativina-A (SILVA et al., 2014), o GDF-9 (VASCONCELOS et al., 

2012), e a BMP-15 (PASSOS et al., 2013)promoveram o desenvolvimento folicularin vitro. 

Outros estudosinvitroinvestigaramgenes que são expressos durante o 

desenvolvimento folicular, que somado ao estudo da morfologia, contribui para caracterizar o 

folículo durante os estágios de desenvolvimento e identificar se está havendo 

desenvolvimento ou morte celular. Ao se comparar folículos desenvolvidos in vivocom 

aqueles desenvolvidos in vitro, Cadoretet al. (2017) demonstraram que folículos ovinos 

cultivados in vitro apresentam uma maior taxa de proliferação e diferenciação de células 

foliculares, bem como uma maior expressão de genes reguladores de proliferação 

(CCND2/CDKN1A), de genes reguladores de apoptose (BAX/BCL), e ainda maiorexpressão 

de genes relacionados com a maturação folicular (CYP19A1, FSHR, ESR2, INHA, INHBA, 

INHBB e FST). 

Dentre as inúmeras substânciasque podem ser adicionadas ao meio de cultivo com a 

finalidade de promover um maior desenvolvimento folicular in vitropode-se citar também os 

glicocorticoides. 
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2.3. Glicocorticoidese seus efeitos adversos  

 

2.3.1. Os Glicocorticoides 

 

Os Glicocorticoides são hormônios esteroides, formado por 21 átomos de carbono 

(SOUZA et al., 2010), que remetem ao seu precursor, a molécula de colesterol. A produção 

deste hormônio depende da presença de enzimas específicas, responsáveis pela conversão do 

colesterol nos hormônios esteroides (KRAEMER, 2007). Esses hormônios esteroides são 

produzidos e liberados no córtex adrenal e seus níveis estão sob o controle do eixo 

hipotálamo-hipófise-adrenal(NECELA; CIDLOWSKI, 2004).Já é conhecido que os 

glicocorticoides regulam a diferenciação, proliferação, ativação e apoptose celular (SOUZA et 

al., 2010).Essas funções podem ocorrer através de três diferentesmecanismos de ação.  

Inicialmente, os glicocorticoides por ter propriedade lipídica atravessam facilmente a 

membrana plasmática. No citossol da célula, osglicocorticoidesligam-se ao seu receptor 

citoplasmático (GR), seguem até núcleo da célula e ligam-se nas regiões promotoras dos 

genes ou em moléculaschamadasfatores de transcrição. Nessa etapa, o glicocorticoide 

acoplado ao seu receptor citoplasmático pode atuar por transativação, ocasionando a ativação 

de genes alvos, ou por transrepressão, ocorrendo o inverso da transativação, a repressão de 

genes alvos. Por fim, a interação pode ocorrer por contato direto com fatores de transcrição 

(proteína-proteína), ocasionando uma mudança conformacional nos fatores de transcrição e 

consequentemente impedindo sua ação, inativando a expressão de genes (RANG et al., 2018; 

LONGUI, 2007), como representado na Figura 14. 
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Figura 14. Representação do mecanismo de ação dos glicocorticoides: (A) transativação (B) 

transrepressão e (C) bloqueio de fatores de transcrição. GRα, Receptor de glicocorticoides; 

GRE, Região responsiva aos glicocorticoides; nGRE, Região responsivaaos glicocorticoides 

TM, Maquinário transcricional; TF, Fatores de transcrição; Fos e Jun, Fator de transcrição da 

Família Fos e Jun; AP-1, Proteína ativadora-1; P65 e p50, Subunidades do fator nuclear kB; 

NF-kB, fator nuclear kappa B. Fonte: Rang et al. (2018). 

 

Os glicocorticoides são representados por uma gama de substâncias, dentre estas se 

destaca o cortisol como principal representante dos glicocorticoides. O cortisol é um 

hormônio esteroide que influencia no metabolismo da glicose em caso de estresse animal 

(TORTORA, 2000).  

Os produtos de origem sintética são equivalentes aos naturais em relação a sua 

estrutura química,apresentando, no entanto, atividade farmacológica diferenciada. Os 

principais produtos sintéticos encontrados no mercado, equivalentes ao cortisol são a 

hidrocortisona (de açãorápida), a prednisona e a prednisolona (de ação intermediária), a 

dexametasona e a betametasona (de ação prolongada). A dexametasona, por exemplo, 

apresenta vinte vezes mais atividade farmacológica que o cortisol (BAVARESCO; 

BERNARDI; BATTASTINI, 2005). Os glicocorticoides estão entre os fármacos mais 

utilizados no mundo e são amplamente utilizados desde o tratamento de várias doenças 
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inflamatórias até no tratamento de doenças imunológicas (DE BOSSCHER et al., 2010). 

Embora apresente efeitosbenéficos, o seu uso pode causar efeitos adversos, como apoptoseem 

células do sistema imune. Por isso, a importância de estudos sobre suas ações metabólicas 

(TORRES; INSUELA; CARVALHO, 2012), já tendo sido apontado que pode influenciar e 

ter ação negativa sobre a reprodução (SANTANA et al., 2014; GRUNERT et al., 2005; 

MALMA, 1993). 

Neste sentido, muito são os estudos que esclarecem informações a respeito das ações, 

indicações, efeitos colaterais e toxicidadedos glicocorticoides de forma geral, porém há pouca 

informação sobre os seus efeitos na reprodução animal e mais especificamente seus efeitos em 

folículos ovarianosin vitro. 

 

2.3.2. Dexametasona 

 

A dexametasona é um glicocorticoide similar ao cortisol (SANTANA, 2009) (Fig. 15), 

tendo a capacidade de se comportar como um glicocorticoide natural e demonstrar a mesma 

eficácia clínica, com papel importante no tratamento de doenças inflamatórias e imunes (CHU 

et al., 2014; LONGUI, 2007), prescrito tanto para a medicina humana quanto à veterinária. 

 

 

 

Figura 15. Representação da estrutura química do (A) cortisol e (B) dexametasona. Fonte: 

Adaptado de Richet al. (2019). 

 

Na medicina veterinária, a dexametasona possui várias indicações clínicas, entre elas a 

corticoterapia, utilizadas no tratamento de várias doenças inflamatórias (EGUCHIet al., 2017). 

Em bovinos, estudos demonstram que ocorre uma eosinofilia causada pela administração de 

dexametasona. Além disso, a dexametasona diminuiu os níveis plasmáticos de progesterona a 
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partir do 8° dia de administração, bem como, diminuição nos níveis protéicos de VEGFA 

(fator de crescimento endotelial vascular A). Por outro lado, a dexametasona aumenta os 

níveis de FGF2 (fator de crescimento fibroblástico básico 2). A partir desses resultados, 

Kliemet al. (2013) concluíram que a inibição da migração de eosinófilos pela dexametasona 

não é algo definitivo, mas influência negativamente na formação inicial do corpo lúteo, 

ocasionando a queda dos níveis de progesterona.  

Em testes com embriões bovinos, objetivou-se avaliar a influência da dexametasona na 

morfologia, desenvolvimento e apoptose do embrião. Santana et al. (2014) observaram que a 

dexametasona, apesar de não ter baixado os níveis de apoptose, aumentou a proliferação 

celular, modulando a cinética do desenvolvimento embrionário, indicando que a 

dexametasona pode ser um aparato para melhorar a produção in vitro de embriões mamíferos. 

Após a administração intramuscular de dexametasona em touros, para se avaliar os 

parâmetros reprodutivos tais como libido, morfologia dos testículos, níveis de testosterona, 

volume e pH do ejaculado, concentração e morfologia de espermatozoides, não foi observada 

qualquer alteração significativa, apenas uma pequena alteração negativa dos níveis de 

testosterona plasmática, mas ainda assim considerada insignificante (WEISS, 2015). Esses 

resultados podem ser atribuídos ao pouco tempo de uso da dexametasona, pois, como já 

relatado por Chicaro (2009), os efeitos da dexametasona são influenciados pelo o tempo e 

concentração, sendo um fator importante, podendo causar ações divergentes e direcionar para 

efeitos negativos ou positivos. 

Em humanos, a dexametasona associada a agentes antineoplásicos é utilizada no 

tratamento de vários tipos de câncer como tumores e leucemia (BAVARESCO; BERNARDI; 

BATTASTINI, 2005). Em outro estudo, relacionando dexametasona no cultivo in vitro de 

células de carcinoma epidermoide bucal, segundo resultados de Chicaro (2009), a 

dexametasona apresentou atividade antiproliferativa dose-tempo dependente. 

 

2.3.3. Efeito da dexametasona na fisiologia reprodutiva das fêmeas 

 

A dexametasona pode ser utilizada para indução de partos, podendo ocasionar abortos 

prematuros em bovinos, que causa retenção placentária (GRUNERT et al., 2005), mortalidade 

materna e nascimento de bezerros mortos ou extremamente debilitados (MALMA, 1993). 

Segundo Santana et al. (2014), devido ao mecanismo de ação dos glicocorticoides, atuando na 

ativação ou repressão de genes, a dexametasona pode estar relacionada a fertilidade, pois, em 

um estudo anterior in vivo, Tohei e Kogo (1999) comprovaram que ratas tratadas com 
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dexametasona apresentaram concentrações séricas de FSH elevadas ao mesmo tempo em que 

os níveis de inibina decresceram. Segundo esses resultados, o aumento do FSH foi devido a 

inibição que a dexametasona causou sobre a secreção da inibina.  

Em bovinos, após a administração de dexametasona, pode-se observar efeitos 

negativos em hormônios que estão diretamente relacionados à reprodução. Observa-se uma 

diminuição da frequência e amplitude dos pulsos de LH, o que ocasiona queda nos níveis de 

estradiol e influênciano desenvolvimento do folículo ovariano(BROUSSARD et al., 1997). 

Em outro estudo, Maciel et al. (2001) atribui o fato de que a administração intramuscular 

diária de dexametasona por um curto período de tempo, (10 dias), foi capaz de influenciar a 

atividade luteal, mas pouca influência no desenvolvimento folicular. Estes autores também 

demonstraram que a dexametasona diminuiu as concentrações plasmáticas de estradiol, 

progesterona e IGF-I e II, consequentemente exercendo efeito negativo na função luteal do 

gado leiteiro, porém, não influenciou nas taxas plasmáticas de gonadotrofina, não causando 

danos no crescimento do folículo dominante.  

 Risticet al. (2008) com a finalidade de identificar qual o efeito da dexametasona no 

ovário de ratas neonatas, administrou dexametasona por via subcutânea no final da gestação 

de e observou que a dexametasona diminuiu o número de folículos primordiais, primários e 

secundários da prole, e ainda o volume médio dos ovários. No entanto, não houve influência 

nos processos de atresia e foliculogênese. Diante desses resultados, Risticet al. (2008) 

ressaltam que animais tratados com dexametasona requerem atenção, pois ao atingir folículos 

primordiais que são a reserva ovariana e o potencial reprodutivo do indivíduo, pode causar 

deficiência na fertilidade de fêmeas. 

 

2.3.4. Efeito da dexametasona no desenvolvimento folicular in vitro 
 

 O uso da dexametasona em folículos pré-ovulatórios de ratos Wistar cultiva dos in vitro 

foi responsável pela inibição da proteína StAR (proteína reguladora aguda da 

esteroidogênese) e diminuição da produção de progesterona. Esses efeitos foram dependentes 

da concentração (10 a 1000ng/mL), ainda, esse estudo evidenciou que a dexametasona e seus 

efeitos são mediados pelos mesmos receptores dos glicocorticoides(HUANG; LI, 2001). De 

acordo com Lima et al. (2007), a proteína StAR, quando inibida causa queda dos níveis 

hormonais, como por exemplo a progesterona, hormônio secretado pelo corpo lúteo que tem 

função de manter a gravidez.Em estudo recente, com o cultivo in vitro de folículos pré-antrais 

bovinos inclusos em tecido ovariano, a presença de dexametasona na concentração de 10 
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ng/mL, manteve o percentual de folículos morfologicamente normais ao final de 6 dias de 

cultivo e ainda contribuiu para a manutenção da integridade ultraestrutural dos folículos 

ovarianos (SILVA et al., 2017a).  

 Resultados positivos também foram obtidos em células da granulosa cultivados na 

presença de dexametasona, o qualproporcionou umaumento na produção de progesterona, 

diminuição da apoptose nas células que continham o gene p53 mutante ativado e ainda 

aumentou os níveis intracelulares de Bcl-2 (SASSON; TAJIMA; AMSTERDAM, 2001) 

corroborando com YUAN et al. (2014)quando demonstraram que a dexametasona foi 

responsável pelo processo de regulação de apoptose nas células da granulosa de folículos pré-

ovulatórios. 

 A dexametasona também foi apontadapor influenciar a oogênese durante o 

desenvolvimento fetal em humanos diminuindo a densidade e causando apoptose das células 

germinativasdurante o cultivo in vitro. (POULAIN et al., 2012).Embovinos, o cultivo in vitro 

de COCs, demonstrou que estes apresentam um tipo de proteção contra os efeitos adversos do 

cortisol por possuir um sistema de regulação de glicocorticoides tanto para o natural 

(cortisol), como para o sintético, a dexametasona, criando desta forma um ambiente favorável 

a ovulação, maturação e fertilização (TETSUKA et al., 2016). Segundo Tetsukaet al. (2016), 

esse sistema de regulação tem como participação a enzima 11βHSD1 (tipo 1) que ativa a 

cortisona em cortisol, e a 11βHSD2 (tipo 2) que inativa o cortisol em cortisona, podendo 

ocorrer o processo inverso quando necessário, atribuindo esse sistema de ativação e inativação 

do cortisol como uma forma de proteção dos COCs aos altos níveis de glicocorticoides que 

podem ser prejudiciais. Esse sistema de ativação e inativação do cortisol também foi 

encontrado em células foliculares, indicando que essas células também se utilizam desse 

mecanismo de proteção quando o cortisol se encontra em doses prejudiciais (LÓPEZ et al. 

2013).  
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3. JUSTIFICATIVA 

 

Os glicocorticoides são mediadores hormonais de estresse e sua forma sintética, a 

dexametasona é amplamente utilizada na clínica como anti-inflamatório e imunossupressor 

(BARNES; ADCOCK, 1993). Estudos identificaram receptores de glicocorticoides em 

células ovarianas e que estes receptores podem atuar diretamente no ovário (AMWEG et al., 

2015; TETSUKA et al., 1999). Contudo, existem muitas reações adversas na prática clínica, 

relacionadas a dose e uso prolongado (CHICARO, 2009), como exemplo, abortos prematuros 

ocasionando retenção placentária, formação do corpo lúteo e desequilíbrio dos hormônios 

relacionados a reprodução. No entanto, ainda não se sabe se a dexametasona influência de 

forma negativaoupositiva aa foliculogênese inicial, especialmente a viabilidade de folículos 

pré-antrais bovinos.Desta forma, a avaliação dos efeitos da dexametasona como um aditivo ao 

meio de cultivo surge como uma alternativa para a compreensão dos seus efeitos, bem como 

dos mecanismos envolvidos no controle da foliculogênese. Além disso, o estudo do efeito da 

dexametasona no cultivo de folículos secundários bovinos é de grande importância, pois é 

possível avaliar aspectos relacionados ao desenvolvimento folicular, viabilidade, 

ultraestrutura e morfologia de folículos pré-antrais cultivados. Esses achados podem 

contribuir para entender os possíveis efeitos do uso prolongado da dexametasona sobre o 

desenvolvimento folicularin vitro. 
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4. HIPÓTESES  

- A dexametasona influência, de forma dose dependente, o crescimento e viabilidade 

folículos secundários bovinos no cultivados in vitro. 

- As maiores concentrações de dexametasona apresentam efeitos adversos sobre o 

crescimento e viabilidadefolículos secundários bovinosno cultivadosin vitro. 

- A dexametasona, em altas concentrações, influencia negativamente e integridade 

ultraestrutural de folículos secundários cultivados in vitro. 
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5. OBJETIVOS  

 

5.1.Objetivo geral 

 

- Avaliar os efeitos da dexametasonasobre a viabilidade, crescimento, formação de 

antro, e integridade ultraestruturaldefolículos secundários bovinos cultivados in vitro por 18 

dias. 

 

5.2. Objetivos específicos 

 

- Avaliar o efeito de diferentes concentrações da dexametasona (1, 10, 100 e 

1000ng/ml) sobre a viabilidade, crescimento e formação de antro em folículos secundários 

bovinos cultivados in vitro por 18 dias. 

- Analisar a influência da dexametasona na manutenção da integridade ultraestrutural e 

na viabilidade de oócitos e células da granulosa de folículos secundários bovinos após o 

cultivo in vitro de 18 dias. 
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6. ARTIGO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Effects of dexamethasone on in vitro development of isolated bovine secondary follicles 
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Abstract 

The objective of this study was to evaluate the effects of different concentrations of 

dexamethasone on development, viability, antrum formation and morphological integrity in 

bovine secondary follicles grown in vitro for 18 days. For in vitro studies, bovine ovaries 

were obtained at local slaughterhouse, under aseptic conditions already standardized. In the 

laboratory, secondary follicles with approximately 150-200µm diameter were isolated and 

intended for in vitro culture in TCM-199+drops alone or supplemented with different 

concentrations of dexamethasone (1, 10, 100 and 1000ng / mL). At the end of the culture 

period, cultured follicles were evaluated for viability with calcein-AM (viable) and ethidium 

homodimer (non-viable) dyes, as well as evaluation of follicular diameters and den formation 

on days 0, 6, 12 and 18. In addition, before or after in vitro culture, the follicles were fixed for 

morphological and ultrastructural analysis. The follicular growth data were submitted to 

ANOVA, followed by the T test, while the chi-square test (p <0.05) was used for follicular 

viability and antrum formation. The follicles cultivated in all treatments with dexamethasone 

presented significant growth until the 6th day, but only those cultivated with 1ng / mL and 

mailto:jrvsilva@ufc.br
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1000ng / mL presented growth up to 12 days of culture. However, there was no significant 

difference between treatments. Follicles cultured in all treatments showed antral cavity 

formation at the end of the culture period. The follicles cultured in the presence of 

dexamethasone showed green coloration (calcein), indicating viability. Morphology and 

ultrastructure showed that follicles cultured with dexamethasone had the ultrastructure 

preserved. It can be concluded that follicles cultured in vitro in the presence of 

dexamethasone shows continuousin vitro growth, as well as maintenance of viability and 

follicular ultrastructure. 

Keywords: Bovine, dexamethasone, in vitro culture, secondary follicles. 

1. Introduction 

 Glucocorticoids are steroids produced and released in the adrenal cortex and their 

levels are under the control of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis (NECELA; 

CIDLOWSKI, 2004). These hormones have various actions throughout the body, many of 

which have important implications on fertility (MICHAEL; THURSTONE; RAE, 2003). 

According to Tetsuka et al. (2016), the ovary is among the target of glucocorticoids either 

naturally or synthetically. Glucocorticoids act directly on the ovaries by inhibiting the 

production of steroid hormones or causing the induction of cellular apoptosis, and its action 

depends on the binding to its glucocorticoid receptor (GR). In this way, GR is one of the 

important mechanisms of regulation, and its expression has already been confirmed in the 

follicles, corpus luteum and in the epithelium of the ovarian surface of rats and humans 

(WHIRLEDGE; CIDLOWSKI, 2010). In addition to the presence of GR in the ovaries, 

glucocorticoids can alter the levels of circulating gonadotrophins and insulin-like growth 

factor 1 (MATSUWAKI et al., 2006; KRITSCH et al., 2002). Although the involvement of 

glucocorticoids in ovarian function is notorious, its action on bovine follicle development is 

still not known. 
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 Dexamethasone is a synthetic glucocorticoid (BAVARESCO; BERNARDI; 

BATTASTINI, 2005) that it is among the most widely used drugs in the world, presenting 

efficacy in the treatment of various inflammatory and immunological diseases (DE 

BOSSCHER; HAEGEMAN; ELEWAUT, 2010). However, the use of glucocorticoids may 

have adverse effects, such as apoptosis in cells of the immune system (TORRES, INSUELA; 

CARVALHO, 2012). In this sense, dexamethasone when associated with the treatment of 

inflammatory processes and can cause premature abortion in cattle and increase in the interval 

between deliveries, and when used to induce labor, can cause placental retention (GRUNERT 

et al., 2005). Previous studies confirm that dexamethasone regulates apoptotic activity in the 

granulosa cells of pre-ovulatory follicles (YUAN et al., 2014; SASSON; TAJIMA; 

AMSTERDAM, 2001) and that high concentrations of dexamethasone impair the oocyte 

maturation that occurred in parallel with changes in follicular differentiation in cultured 

follicles of rats (MARRYS; WEMMEL; CORTVRINDT, 2007). In addition, there is a 

decrease in the number of primordial, primary and secondary follicles caused by the 

administration of dexamethasone in neonatal rats during gestation and consequent decrease in 

ovarian volume (RISTIC et al., 2008). In view of these results, for Ristic et al. (2008), animals 

treated with dexamethasone need attention, because when they reach the primordial follicles, 

they are the ovarian reserve, which can cause deficiency in the females' fertility. However, the 

effects of dexamethasone during the development of secondary bovine follicles are not yet 

known. 

 The objective of the present study was to evaluate the effect of different 

concentrations of dexamethasone (1, 10, 100 and 1000 ng/mL) on growth, viability, antrum 

formation, morphology and ultrastructural integrity of bovine secondary follicles grown in 

vitro for 18 days. 
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2. MATERIAL AND METHODS 

2.1. Chemicals  

The culture media and other chemicals used in the present study they were bought 

from Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA) unless otherwise indicated in the text. 

2.2. Source of ovaries 

The bovine ovaries (n = 20) fromadult cows were collected at a local slaughterhouse, 

washed in 70% ethanol for about 10 seconds and twice in sterile 0.9% saline solution. 

Subsequently, the ovaries were transported within 1 h to the laboratory in tubes containing 20 

mL 0.9% saline solution supplemented with penicillin (100 mg / mL) and streptomycin (100 

mg / mL) at 4°C (PAULINO et al., 2018). 

2.3. Isolation and in vitro culture of preantral follicles 

In the laboratory, the ovarian cortex was fragmented (1-2 mm) in TCM-199 medium 

supplemented with HEPES (0.05 mM/mL), 100 IU/mL penicillin and 10 mg/mL streptomycin. 

Subsequently the secondary follicles (~0.2 mm) were visualized under a stereomicroscopic 

microscope (SMZ 645 Nikon, Tokyo, Japan, 40x magnification) and manually dissected from 

the fragments using 25G needles. Follicles with visible oocytes surrounded by granulosa cells, 

without antral cavity and intact basement membrane were selected for culture. Follicles with 

an extruded oocyte and opaque granulosa cells were considered degenerate. After selection, 

the follicles were individually cultured in drops of medium under mineral oil in petridishes 

(60 x 15 mm, Corning, USA). The base medium was TCM-199 supplemented with 10μg/mL 

insulin, 5.5μg/mL transferrin and 5ng/mL selenium (ITS), 3.0mg/mL bovine serum albumin 

(BSA), 2 mM glutamine, 2 mM hypoxanthine, 50 μg/mL ascorbic acid and 100 ng/mL FSH. 
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Secondary follicleswere randomly distributed into wells containing 100µLTCM-199+ alone or 

supplemented with dexamethasone at concentrations of 1, 10, 100 and 1000 ng/mL for 18 

days under temperature conditions of 38.5 °C and 5% CO2 in air. A partial exchange (60μL) 

of medium was performed every two days. The osmolarity of the medium was measured at 

each exchange and varied between 260 and 300 mOsm/L. 

2.4. Evaluation of the development of in vitro cultured follicles 

On days 0, 6, 12 and 18, the follicles were considered (1) morphologically normal 

when they had intact oocytes, with no damage to the basement membrane, (2) degenerated 

when they had dark or retracted oocytes and (3) extruded follicles when they had rupture of 

the basement membrane. The antrum formation was determined by the visualization of a 

translucent cavity between the granulose cell mass. The follicular diameter (µm) was 

calculated only from morphologically normal follicles using two perpendicular measurements 

from the photographic records for follicular growth augmentation using an inverted 

microscope with NIS Elements 2.4 software (Nikon, Nikon Instruments Inc., Japan). 

2.5. Viability evaluation by fluorescence microscopy 

To confirm the morphological analysis, cultured follicles in each treatment(n = 50) 

were stained with 4mM of calcein-AM and 2mM of ethidiumhomodimer(Molecular Probes, 

Invitrogen, Karlsruhe, Germany) in a darkroom at 37°C for 15 min. After exposure to 

fluorescent markers, the follicles were examined under a fluorescence inverted microscopy 

(Nikon, Eclipse, TS 100, Japan, 40x magnification).Oocytes and granulosa cells were 

considered viable if the cytoplasm positively stained with calcein-AM (Green) and non-viable 

if the chromatin scored with ethidiumhomodimer (red). 

2.6. Histological analysis of cultured secondary follicles 

Secondary follicles before (bovine ovarian cortex) and after culture in vitro were also 
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fixed for histological analysis. After 18 days of culture, the ovarian follicles were fixed for 24 

h at room temperature in 4% paraformaldehyde in phosphate buffered saline (PBS, pH 7.4). 

After fixation, cultured ovarian follicles and uncultured tissues were dehydrated in graded 

series of ethanol concentrations, clarified with xylol, and embedded in paraffin (LUNARDI et 

al., 2015). For each group of treated follicles and fresh control, 5µmsections were mounted on 

slides and stained with eosin and hematoxylin. The slides were examined under an optical 

microscope (Nikon, Tokyo, Japan). Follicles cultured in vitro were compared to follicles 

developed in vivo and classified individually as morphologically normal follicles when an 

intact oocyte, an oocyte without a pyknotic nucleus or cytoplasmic retraction, and granulosa 

cells well organized in two or more layers with no pyknotic nucleus were present. Moreover, 

atretic follicles were defined as those having a retracted oocyte, pyknotic nucleus, and/or 

disorganized granulosa cells detached from the basement membrane.  

2.7. Ultrastructural characteristics of cultured bovine secondary follicles 

 After 18 days of culture, the follicles were fixed for ultrastructural analysis. To better 

examine cell morphology and organization of organelles, transmission electron microscopy 

(MET) was performed to analyze the ultrastructure of secondary follicles before (day 0 – 

fresh control) andafter18 days in vitro culture. The isolated follicles (n = 6 to 8 per treatment) 

were fixed in Karnovsky's solution (4% paraformaldehyde and 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M 

sodium cacodylate buffer (pH 7.2) for at least 4h at room temperature (approximately 25o.C). 

After fixation, the cultured follicles were embedded in 4% low melting agarose droplets and 

kept in sodium cacodylatebuffer. The specimens were fixed in 1% osmium tetroxide, 0.8% 

potassium ferricyanide and 5 mM calcium chloride in 0.1 M sodium cacodylatebuffer for 1h 

at room temperature, washed in sodium cacodylate buffer and stained with 5% uranylacetate. 

The samples were then dehydrated through a gradient of acetone solutions and thenembedded 

in epoxy resin (Epoxy-Embedding Kit, FlukaChemika-BioChemika). Afterwards, semi-thin 
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sections (2µm) were cut, stained with toluidine blue and analyzed by light microscopy with 

400x magnification. Subsequently, ultra-thin sections (70 nm) will be obtained from bovine 

secondary follicles identified in semi-thin sections. The ultra-thin sections will be 

counterstained with uranyl acetate and lead citrate and examined under a Morgani-FEI 

transmission electron microscope. Ultrastructural and histological comparative analysis was 

performed between the morphology of isolated follicles cultured in vitro and in vivo 

developed follicles. 

2.8. Statistical analysis 

 Data were tested for normality by Shapiro–Wilktest, using the Statview 5.0 software 

(SAS Institute, Inc.,Cary, NC). Comparisons between different concentrations of 

dexamethasone were performed by ANOVA followed by Student’s t-test. Data concerning 

follicular survival and antrum formation after in-vitro culture in each treatment were 

compared by Chi-square test, and the results were expressed as percentages. Differences were 

considered significant when P<0.05. 

 

3. Results 

3.1. Effects of dexamethasone on follicular growth, antrum formation and survival 

In general, a progressive increase in follicular diameter was observed after the18-day 

in vitro culture period. Table 1 shows that follicles cultured for 6 days in all treatments had a 

significant growth, except for follicles culture in presence of 10 or 100ng/mL dexamethasone. 

Secondary follicles cultured in medium supplemented with 1or 1000 ng/mL dexamethasone 

showed significant growth until day 12 of culture, which was similar to those follicles 

cultured in control medium. When comparisons among treatments was performed, no effect of 

dexamethasone on follicular growth was observed.  
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Table 1. Diameters (mean ± SEM) of bovine secondary follicles after 0, 6, 12 and 18 days of 

in vitro culture in TCM199+ alone or supplemented with different concentrations of 

dexamethasone (DEXA; 1, 10, 100 and 1000ng / mL). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a,b,csmall letters shows statistical differences among columns, P<0,05. 

 

Moreover, the percentage of normal follicles (figure 1) and antrum formation observed 

in follicles grown for 18 days (figure 2), in both, there was no statistical difference between 

the treatments. Figure 3 shows follicles mainly stained with calcein-AM after culture on 

TCM-199 alone or supplemented withdifferent concentrations of dexamethasone (1, 10, 100 

and 1000 ng/mL). Only follicles cultured in medium supplemented with 1 or 10ng /ml 

dexamethasone had stromal peripheral cells stained with ethidiumhomodimer. 

 D0 D6 D12 D18 

TCM 196.3±5.9a 274.7±14.8b 293.3±20.2c 302.9±23.9c 

DEXA 1 202.9±5.8a 271.7±13.5b 281.9±14.7c 291.7±13.8c 

DEXA 10 195.2±4a 275.3±11.1b 282.3±11.3b 277.6±10.8b 

DEXA 100 203.2±5.2a 280.7±12.5b 285.7±13.1b 289.5±13.9b 

DEXA 1000 195.5±3.5a 263.2±8.9b 278.8±10.8c 285.8±11.8c 
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Figure 1. Percentages of normal secondary follicles cultured for 18 days on TCM-199 + alone 

or supplemented with different concentrations of dexamethasone. a,b,csmall letters shows 

statistical differences among columns, P<0,05. 

 

 
 

Figure 2. Percentages of antrum formation in secondary follicles cultured for 18 days on 

TCM-199 + alone or supplemented with different concentrations of dexamethasone. a,b,csmall 

letters shows statistical differences among columns, P<0,05. 
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Figure 3. Viability of bovine secondary follicles cultured for 18 days evaluated by light 

microscopy (100x magnification) after staining with calcein-AM (green) and ethidium 

homodimer(red). Secondary follicle cultured in TCM-199+alone (control) (A, B); or 

containing 1ng/mL DEXA (C, D); 10ng/mL DEXA (E, F); 100ng/mL DEXA (G, H) or 

1000ng/mL DEXA (I, J). Scale bars represent 100 µm. 

 

 

3.2. Morphology of in vitro cultured follicles  

Figure 4 shows the morphology of normal bovine secondary follicles before 

mechanical isolation (Figure 4A), as well as after 18 days of culture in the presence of 

dexamethasone (Figure 4B). The morphology of a degenerated follicle is shown in Figure 4C. 

Figure 4A shows that, before isolation, secondary follicles have rounded oocyte, visible zona 

pellucida and well organized follicular cells, without antral cavity. Figure 4B shows a 18-day 

cultured follicles with normal morphologically, i.e., intact oocyte, visible zona pellucida 

surrounded by the granulosa cells, indicating connections between the follicular cells and the 

oocyte. In addition, follicular cells were organized, which is different from the morphology of 

the degenerated follicle shown in Figure 4C. This follicle has poor connection between 

follicular cells, and low density and disorganization of granulosa cells.  
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Figure 4. Normal uncultured secondary follicle within ovarian tissue (A), isolated normal 

follicle after 18 days of culture in the presence of dexamethasone (B), cultured atretic follicle 

(C).CG, granulosa cells; O, oocyte; Z, zona pellucida and arrows indicate disorganization of 

granulosa cells. Scale bar represents 100μm. 

 

 

3.3. Ultrastructural analysis of cultured secondary follicles 

 

The normal follicles from fresh control had oocyte and granulosa cells with 

mitochondria with normal cristae and well-preserved membranes (Fig. 5A and 5B). Sparse 

vesicles were spread throughout the oocyte cytoplasm and regular cytoplasmic membrane was 

observed. Oocyte and granulosa cells were well connected (Fig. 5A). On the other hand, the 

follicles cultured in the control group (TCM-199+) showed some vacuolization in the oocyte 

and cytoplasm of granulosa cells, detachment of the zona pellucida and decrease of the 

extensions between oocyte and granulosa cells (Fig.5 C, D). In the oocyte it was also possible 

to verify organelles with a certain degree of degradation (Fig. 5C). In granulosa cell from 

control group, mitochondria showed no apparent signs of alteration. After in vitro culture, 

vacuolization of the cytoplasm and a slight detachment of granulosa cells have seen observed 

(5D). The follicles cultured in the presence of dexamethasone showed oocytes (Fig. 5E) with 

retraction of the zona pellucida, but it was still possible to observe the oocyte-granulosa 

prolongations. In addition, in the oocyte cortical region from follicles cultured in the presence 

of dexamethasone small irregularities were visible.  In this treatments we observed a 

decrease in the number of microvilli, associated with large vacuolated areas (5E, 5G, 5I, 5K). 

The granulosa cells (Fig.5F), however, showed the presence of mitochondria and endoplasmic 
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reticulum, suggesting a high metabolic activity.  
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Figure 5. Representative micrographs of bovine secondary follicles in fresh control and 

cultured follicles for 18 days in the presence or absence of dexamethasone.(A, B) uncultivated 

follicles; (C, D) follicles grown in the control group (TCM-199); (E, F) 1ng/ml 

dexamethasone; (G, H) dexamethasone at the concentration of 10ng/ml; (I; J) dexamethasone 

at the concentration of 100ng/ml; (K, L) dexamethasone at the concentration of 1000ng/ml. N: 

nucleus; M: mitochondria; V: vacuole; R: endoplasmic reticulum; ZP: zonapellucida; arrow: 

release of ZP; and arrowhead: oocyte-granular extensions. 

 

 

4. Discussion 

The present study demonstrated that the addition of dexamethasone to the culture 

medium maintained the morphological, viability and ultrastructural characteristics of the 

follicles left grown for 18 days.The follicles cultured in the presence of dexamethasone 

presented preserved communication through oocyte-granulosa prolongations. According to 

Saraiva et al. (2010), this interaction between the follicular and oocyte cells represents an 

important communication and signaling between granulosa and oocyte cells through the gap 

junctions. These transitions occur through structures known as transitional projections (TPZs), 

which allow bidirectional transport of ions and metabolites that regulate oocyte growth 

(HUGH, 2018; MELLO et al., 2013). In addition, a large amount of mitochondria with 

decreased number of crests in the cortical region was observed through the ultrastructural 

analysis, which reinforces maintenance of oocyte integrity (SUN et al., 2001). 

Through the histological analysis, it was possible to observe that the follicles treated 

with dexamethasone had a zona pellucida around a large part of the oocyte with dense layers 

of granulosa cells preserved. In fact, the preservation of granulosa cells and their 

communication between the oocyte is vital both for oocyte development and for its follicular 

differentiation (SÁNCHEZ; SMITZ, 2012). In a study by HUŁAS-STASIAK (2017) after 

systemic application of dexamethasone in rats, they found an increase of granulosa cells in 

secondary follicles thereby increasing the diameter of these follicles. In the present study it 

was possible to observe a significant increase in follicular diameter only in the treatments at 
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concentrations of 1ng / mL and 1000ng / mL for up to 12 days of in vitro culture. And still 

maintained viability for 18 days of cultivation, proven by green fluorescent coloration 

(calcein). 

It is necessary to mention that dexamethasone did not negatively influence the growth, 

viability, antrum formation and ultrastructure of follicles cultured in vitro.However, in an in 

vivostudy, rats submitted to the subcutaneous administration of dexamethasone in the final 

period of gestation presented in the offspring of these rats the reduction of primordial, primary 

and secondary follicles, in addition to the mean volume of ovaries (RISTIC et al., 2008). In 

the same study, it is shown that the use of dexamethasone in animals affects the primordial 

follicles that are the ovarian reserve and the reproductive potential of the individual, being 

able to cause deficiency in the fertility of the females. 

Recently, Silva et al. (2017), when evaluating the effect of dexamethasone on ovary 

follicle culture for six days, reported its efficiency in maintaining the percentage of normal 

follicles and follicular ultrastructure, but this factor was not efficient in promote follicular 

activation and development. Possibly, the maintenance of the granulosa cells observed in the 

transmission electron microscopy has contributed to the formation of the antrum, since the 

components of the follicular fluid, composed of water, electrolytes, serum proteins and high 

concentration of steroid hormones are supplied by granulosa (BARNETT et al., 2006).In vitro, 

however, several other factors may induce follicular growth and antrum formation, but 

without more specific tests it is not possible to confirm which molecules are directly involved 

with the formation of the antrum (RODGERS; IRVING-RODGERS, 2010). Chicaro (2009) 

states that the effects of dexamethasone are directly related to the time and concentration of 

glucocorticoid use, since they influence the direction of the response, being negative or 

positive.In addition, another factor that is directly related to the effects of glucocorticoids is 

that follicles and bovine oocytes have a mechanism of regulation of glucocorticoid activity 
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(LÓPEZ et al., 2013, TETSUKA et al., 2016). Through the enzymes 11βHSD1 and 11βHSD2 

the follicles and oocytes are able to activate or inactivate glucocorticoids, respectively. 

According to Tetsuka et al. (2016), this enzyme system may be a protective mechanism for 

the cell to the high levels of glucocorticoids, when harmful. 

In conclusion, follicles cultured in presence of dexamethasone have normal follicular 

growth in vitro and that this hormone does not affect negatively the viability and ultrastructure 

of follicle cultured in vitro during 18 days. 
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7. CONCLUSÕES GERAIS  

- O crescimento e viabilidade de folículossecundáriosbovinosin vitro não é 

influenciado pelapresença de dexametasonano meio de cultivo. 

- O cultivo de folículossecundários na presença de dexametasona(1,10, 100 e 

1000ng/mL) mantém a ultraestruturadooócito e células da granulosa, além da manutenção da 

comunicação oócito-granulosa após 18 dias in vitro.  
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8. PESPECTIVAS 

 

As informações obtidas neste trabalho poderãoauxiliar na compreensão dos efeitos do 

glicocorticoide dexametasona no crescimento folicular durante a fase pré-antral, não havendo 

efeitos deletérios e preservando a viabilidade destas células em um longo período de cultivo, 

visto que estudos anteriores relacionam efeitos adversos no que se refere a fisiologia da 

reprodução de bovinos. Estudos adicionais sobre a interaçãoda dexametasona com outras 

substâncias (hormônios, fatores de crescimento e antioxidantes) em folículos pré-antrais 

sãonecessários para uma melhor compreensão da foliculogênese na espécie bovina. Além 

disso, é necessário a avaliação dos efeitos da Dexametasona sobre a expressão de genes 

relacionados a crescimento e proliferação no cultivo de folículos em diferentes estágios de 

desenvolvimento, bem como sobre a maturaçãooocitária.  
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