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GUERRA, D.M. Expressdo dos membros da subfamilia do FGF8 (FGF8, FGF17 e
FGF18) e dos receptores de fatores de crescimento fibroblastico (FGFRs) durante o
desenvolvimento e regressdao do corpo lGteo bovino. Botucatu, 2010. Dissertacédo
(Mestrado — Ciéncias Biologicas — Farmacologia) — Instituto de Biociéncias, BB,
Universidade Estadual Paulista — UNESP.

A compreensd@o dos mecanismos moleculares controladores do desenvolvimento, funcéo e
regressao do CL bovino é necessdaria para o aprimoramento da manipulacdo hormonal
ovariana. Fortes evidéncias sugerem o envolvimento de fatores de crescimento fibroblastico
(FGFs) na regulacdo do crescimento e regressdo do CL. “Splicing” alternativo de 4 genes
formam sete subtipos de FGFRs com afinidade variavel por diferentes FGFs. Os membros
da subfamilia do FGF8 (FGF8, 17 e 18) ativam eficientemente o FGFR3C e 4 e podem atuar
em cooperacao nos tecidos que expressdo estes receptores. O objetivo deste trabalho foi
determinar o padrao de expressédo dos FGFRs e dos membros da subfamilia do FGF8 no
CL bovino (CL). Os CLs foram obtidos de ovarios de abatedouro e classificados em 4
estadios de desenvolvimento (estadio/l= corpo hemorragico, estadio/2= CL em
desenvolvimento, estadio/3= CL maduro/inicio da lutedlise funcional e estadio/4= lutedlise
estrutural). O RNAm foi mensurado por PCR semiquantitativo e a proteina localizada por
imunohistoquimica. A expressdo do RNAm codificante das isoformas ‘B’ e ‘C’' de FGFR1 e
FGFR2 foi detectada no CL bovino por PCR associado a eletroforese e foi acompanhada
pela localizacdo da proteina nas pequenas e grandes células luteinicas. A expressdo do
RNAmM do FGFR1C e 2C néao variou durante o desenvolvimento luteinico, distintamente a
expressdo do FGFR1B aumentou no estadio 3. Embora os FGFRs 3B, 3C e 4 tenham sido
detectados de forma inconsistente por PCR associado a eletroforese, 0o RNAm do FGFR3C
e FGFR4 foram detectados por PCR em tempo real em todos os estadios do
desenvolvimento luteinico. O RNAm do FGF18 foi detectado por PCR em tempo real em
todos os estadios do desenvolvimento luteinico e sua abundancia do RNAm do FGF18 foi

maior no estadio 3 comparado com os estadios 1, 2 e 4. Em contraste, os RNAm do FGF8

e 17 foram detectados fracamente no CL bovino. O padrédo de expressdo dos RNAm do
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FGF18, FGFR3C e FGFR4 foi investigado durante a lutedlise induzida. Para tanto, fémeas
bovinas adultas (Bos Taurus-Vacas holandesas leiteiras) receberam injecdo de PGF2a, CLs
foram coletados por ovariectomia transvaginal as 0, 0,5, 2, 4, 12, 24, 48 e 64 horas apds o
tratamento e a expressdo dos RNAm foi mensurada por RT-PCR em tempo real. A
expressdo do RNAm do FGF18 e FGFR4 ndo variou durante a lutedlise induzida. No
entanto, a expressao do FGFR3C alcancou valores maximos 4 horas apds a injecdo de
PGF2a, apés que diminui a valores semelhantes ao controle (0 hora). A analise
imunohistoquimica revelou a presenca do FGF18, FGFR3 e FGFR4 em pequenas e grandes
células luteinicas e também em vasos sanguineos. O recepto FGFR3 foi detectado no
citoplasma e nucleo ao longo do desenvolvimento luteinico. Sendo assim, o padrao de
expressam do FGF18 e dos receptores sugere participagdo no controle da diferenciacédo
luteal, particularmente durante a lutedlise funcional. A localizacdo da proteina do FGF18 e
do FGFR3 em vasos sugere a participacdo destes genes no controle da angiogénese e da

vascularizacdo do CL bovino.

Palavras chave: bovino; CL; expressao génica; fator de crescimento fibroblastico.
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GUERRA, D.M. Expression of FGF8 subfamily (FGF8, FGF17 and FGF18) and of
fibroblast growth factor receptors (FGFRs) during development and regression of the
bovine corpus luteum. Botucatu, 2010. Dissertacao (Mestrado — Ciéncias Bioldgicas —
Farmacologia) — Instituto de Biociéncias, IBB, Universidade Estadual Paulista — UNESP.

The molecular mechanisms controlling the development, function and regression of the
bovine corpus luteum are necessary for the improvement of reproductive biotechnologies.
Strong evidence suggests the involvement of fibroblast growth factors (FGFs) in the
regulation of growth, and regression of the corpus luteum (CL). Alternative splicing of 4
genes give rise to seven subtypes of FGFRs with varying affinity for different FGFs. FGF8
subfamily members (FGF8, 17 and 18) efficiently activate FGFR3C and FGFR4 and may act
in cooperation in tissues expressing these receptors. The objective of the present study was
to determine the pattern of expression of FGF8 subfamily members and FGFRs in the bovine
CL. Bovine CLs were obtained from abattoir ovaries and classed into four stages of
development (stage 1= corpus hemorragicum, stage 2= developing CL, stage 3=
mature/early functional luteolysis CL, and stage 4= structural luteolysis). Expression of
MRNA was measured by semiquantitative reverse transcription-polymerase chain reaction
(RT-PCR) followed by gel analysis (FGFR1-4) and real time RT-PCR (FGF8 subfamily
members, FGFR3C and FGFR4) and proteins were localized by immunohistochemistry.
Expression of mMRNA encoding ‘B’ and ‘C’ spliced forms of FGFR1 and FGFR2 was readily
detected in the bovine CL and was accompanied by isoform non-specific protein localization.
FGFR1C and FGFR2C mRNA expression did not vary throughout CL lifespan, whereas
FGFR1B was upregulated in the mature CL (stage lll). FGFR3B, FGFR3C and FGFR4
expression was inconsistent in the bovine CL as assessed by PCR associated with gel
analysis. FGF18, FGFR3C and FGFR4 mRNA was detected by real time PCR in all four
developmental stages, and FGF18 mRNA abundance was higher in stage 3 (2.89 + 0.05;
mean + SEM) compared with stages 1 (0.3 + 0.27), 2 (0.56 £+ 1.27) and 4 (0.99 * 0.32). The
m RNA expression pattern of FGF18, FGFR3C and FGFR4 was assesses during induced

luteolysis. In contrast, FGF8 and FGF17 mRNA expression was weakly and inconsistently
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detected in the bovine CL. Adult cows (Bos Taurus-Holstein Friesian) were injected with the
PGF2a and CL were collected by transvaginal ovariectomy at 0, 0.5, 2, 4, 12, 24, 48, and 64
hr after treatment (n=5/time point), and mMRNA abundance was measured by real-time RT-
PCR. FGF18 and FGFR4 mRNA expression did not change during induced luteolysis,
whereas FGFR3C mRNA abundance peaked at 4 hours after PGF2a injection and was
significantly decreased 24 hours post-treatment in relation to peak levels.
Immunohistochemical analysis clearly revealed the presence of FGF18 and FGFR3 in small
and large do CL cells and in blood vessels, whereas FGFR4 protein was weakly and
inconsistently detected. FGFR3 was localized to the cytoplasm and also to the nucleus of
large and small do CL cells. In conclusion, the expression patterns of FGF18 and its
receptors suggest their participation in the control of do CL differentiation, particularly in the
mature CL and during functional luteolysis. The localization of FGF18 and FGFR3 proteins to
blood vessel suggests they may play roles in the control of angiogenesis and vascularization

in the bovine CL.

Key words: Gene expression; fibroblast growth factors (FGFs); corpora lutea; bovine
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1. INTRODUCAO

A compreensdo dos mecanismos moleculares controladores do desenvolvimento,
funcéo e regresséo do CL bovino é necessaria para o aumento da eficiéncia reprodutiva. O
controle da funcéo luteinica pela utilizacdo de agentes luteoliticos é fundamental para as
estratégias hormonais que manipulam a atividade ovariana objetivando a superestimulacéo
e sincronizacdo da ovulacdo. O CL é uma glandula transiente caracterizada por rapida
remodelagem, crescimento, diferenciacdo e morte de células provenientes da granulosa,
teca, capilares e fibroblastos (CHANING, 1986; O'SHEA et al., 1989). A formacgéo,
esteroidogénese, manutencao e regressao do CL estdo entre os mais significativos eventos
na reproducdo de mamiferos. A funcdo do CL é caracterizada pela de producéo de P4 e
todas as caracteristicas estruturais e funcionais desta glandula transitoria séo voltadas para
este fim. Devido a importancia do CL para a manutencdo da gestacdo, os mamiferos
desenvolveram mecanismos controladores da liberacao de P4 em niveis adequados durante
a gestacao. Sabe-se que fatores luteinicos desempenham um papel essencial na regulacéo
do desenvolvimento e sintese de P4. Dentre estes fatores envolvidos no controle do
desenvolvimento e regressdo do CL incluem-se os fatores de crescimento fibroblastico
(FGFs) e seus receptores (FGFRS).

Os FGFs medeiam respostas celulares pela ativacdo de uma variedade de
receptores tirosina kinase codificados por quatro genes (FGFR1, FGFR2, FGFR3 e FGFR4).
“Splicing” alternativo dos genes FGFRL1, 2 e 3 da origem as isoformas ‘B’ e ‘C’. Dos diversos
membros da familia dos FGFs, (FGF2, FGF7 e FGF10) ja foram investigados no tecido
luteinico. O FGF2 e o FGF7 estao envolvido especialmente na angiogénese luteal, com alta
expressdo do RNAmM em decorréncia da estimulacdo pelo LH durante o periodo de
luteinizacdo (BERISHA et al., 2006a; BERISHA et al., 2006b). Recentemente, relatamos a
expressdo do FGF10 e do FGFR2B durante o desenvolvimento do CL e lutedlise induzida
(CASTILHO et al., 2008). A expresséao do ligante ndo foi regulada ao longo dos estadios do

desenvolvimento luteinico, enquanto que a expressao do receptor diminuiu no inicio da
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lutedlise funcional, o que sugere um papel especifico para 0 FGFR2B na apoptose e no
remodelamento tecidual do CL em regressdo. Além do FGFR2B, a literatura relata a
expressdo do FGFR1C e FGFR2C no final do desenvolvimento folicular e inicio da formacéo
do CL (BERISHA et al., 2006a). Em estudos anteriores, detectamos a expressédo do FGF8,
FGF17 e do FGF18, ambos capazes de ativar o FGFR3C e o FGFR4, em células da teca e
da granulosa de foliculos antrais (BURATINI et al., 2005). Contudo, nada se conhece sobre
a expressao luteal dos membros da subfamilia do FGF8 (FGF8, FGF17 e FGF18). A analise
do padrao de expresséao em estadios luteinicos especificos pode contribuir para esclarecer a
participacédo dos FGFs e de seus receptores na regulacdo do desenvolvimento e regressdo

do CL em bovinos.

2. OBJETIVOS E HIPOTESES
O presente estudo objetivou:

1- Investigar a expressédo do FGF8, 17 e 18 e dos FGFRs (FGFR1-4) em corpos liteos
bovinos.
Hipodteses:
a) Células luteinicos expressam os RNAm codificadores dos membros da subfamilia do
FGF8 e os FGFRs.
b) A expressao do RNAm dos FGFs e FGFRs é regulada ao longo do desenvolvimento
luteinico.

c) As respectivas proteinas estédo presentes no CL.

2- Investigar a expressdo do RNAm do FGF8, 17 e 18 e dos FGFRs (FGFR1-4) em corpos
ldteos bovinos durante a lutedlise induzida.
Hipdtese
a) A PGF2a regula a expresséo dos FGFs e FGFRs.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Desenvolvimento do CL

O desenvolvimento luteinico tem inicio com a ovulacdo de um foliculo dominante
apos ter cumprido as fases pré-antral e antral do seu desenvolvimento. O pico de LH além
de estimular o crescimento e maturacao folicular final, induz a ovulagdo e formacao do CL.
Durante a ovulacdo, o odcito e o fluido folicular sédo liberados do foliculo criando uma
cavidade para a formacdo do CL (JUENGEL & NISWENDER, 1999). O remodelamento
tecidual marca o inicio do desenvolvimento luteinico. O desenvolvimento dos novos vasos
sanguineos é de fundamental importancia para o processo de formacao e regressao do CL
(AUGUSTIN et al., 1995).

O LH possui papel na modulagéo do desenvolvimento e fun¢do do CL. O pico de LH
durante a ovulagdo é um dos fatores estimulatérios na expressao de FGF2 folicular,
sugerindo que o LH promove o estimulo inicial para angiogénese luteal (ROBINSON et al.,
2007). Essa fungédo é compativel com relatos recentes em que o LH mostrou-se capaz de
promover o desenvolvimento de células endoteliais em sistema de cultura composto por
células luteinicos esteroidogénicas, endoteliais, fibroblastos e pericitos, reforcando o seu
papel na angiogénese (ROBINSON et al., 2008).

O CL é uma glandula heterogénea composta de pequenas e grandes células
esteroidogénicas, células imunes, fibroblastos e pericitos (STOCCO et al., 2007). A
angiogénese in vivo envolve a comunicacdo entre estes diferentes tipos celulares. Estas
células possuem diferencas na morfologia e nas caracteristicas endocrinas. A interacao
entre os varios tipos celulares é essencial na manutencdo da salude e na funcdo do CL
(DAVIS et al., 2003; NELSON et al., 1992; SANDERS et al., 1996;). Em ruminantes e
roedores, as pequenas e grandes células luteinicos diferem-se em alguns parametros como,
taxa de producdo de P4, resposta a diferentes hormdnios e na estimulacdo de seus
segundos mensageiros (NELSON et al., 1992). As células esteroidogénicas sdo originadas

por diferenciacao das células foliculares remanescentes apds a ovulacgao.
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A regulacao molecular da angiogénese no CL é complexa e conta com uma lista de
fatores de acéo local como o FGFb, VEGF e angiopoetinas. Recentemente, YAMASHITA et
al., (2008) reforcaram o envolvimento de alguns fatores no desenvolvimento do CL em
bovinos usando anticorpos especificos anti FGFb e VEGF com o objetivo de neutralizar suas
acOes no tecido luteinico. Os resultados demonstraram que a neutralizacéo local de FGFb e
VEGF alterou o comportamento de genes controladores da angiogénese e sintese de P4.
Além disso, a neutralizacédo local interferiu diretamente no balangco de ANPT1/ANPT2. As
angiopoietinas (ANPT-1 e ANPT-2) e seus receptores tirosina quinase, Tiel e Tie2 devem
ter um papel na modulacédo da angiogénese e na regressado dos vasos sangliineos no CL
(GOEDE et al., 1998). A ANPT-1 é necessaria por manter e estabilizar os vasos sanguineos,
enquanto a ANPT-2 age como um antagonista natural para a ANPT-1 controlando suas
acoes. As ANPTs competem pelo mesmo receptor, o Tie2. Portanto, a propor¢cdo de ANPT-
2/ANTP-1 é importante para a estabilidade vascular. Uma alta razdo de ANPT-2/ANPT-1
induz a desestabilizacdo dos vasos sangliineos, o que é pré-requisito para a formacao e
regressao vascular (SCHAMS & BERISHA, 2004).

A permanéncia do CL depende da interacdo entre ovario, hipéfise, e os reguladores
placentarios. Contudo, na auséncia da gestacdo ou por incapacidade do concepto em
sinalizar a sua presenca, o CL entra em processo de regressao ou lutedlise por volta do 14°
e 15° dia do ciclo estral comandado por liberagcdo pulsatil de PGF2a do atero estimulado
pela ocitocina e estradiol de origem ovariana (ASSELIN et al., 1998). A regressdo do CL ndo
€ somente devido a recolocacgédo vascular e tecidual, mas também a morte programada ou
apoptose de suas células que é regulada principalmente por membros da familia Bcl2
(BONER, 2003).

A lutedlise é caracterizada pela queda na capacidade de sintese e secrecdo de P4
(lutedlise funcional), seguida pela involucdo do tecido e perda das células luteinicos
(lutedlise estrutural) (KNICKBOCKER et al., 1988; MCGUIRE et al., 1994, MCCRACKEN et

al., 1999; NISWENDER et al., 2000; DIAZ et al., 2002).
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3.2. O sistema FGF

Os FGFs sao proteinas com peso molecular entre 17 e 34 KDa conservadas entre 0os
mamiferos e compartilham de 13 a 71% de homologia na seqiiéncia de aminoacidos
(ORNITZ & ITOH, 2001). A familia dos FGFs é uma das maiores familias dos fatores de
crescimento composta por 25 membros (FGF 1-25) (KATOH & KATOH, 2005), sendo que
23 FGFs ja foram descritos em mamiferos (YAMASHITA et al.,, 2000). Esses fatores
apresentam padrdes temporais e espaciais de expressdo especificos (BASILICO &
MOSCATELLI, 1992) e estdo envolvidos no desenvolvimento embrionario regulando a
organogénese (THISSE & THISSE, 2005 ZANG). Em tecidos adultos desempenha papel
importante na regulacdo da homeostase, cicatrizacdo e reparo tecidual (FINCH & RUBIN,
2004). Além da habilidade de estimular a proliferacdo de uma grande variedade de células,
os FGF apresentam potentes atividades neurotréficas e angiogénicas. A biodisponibilidade
dessas moléculas parece ser regulada por proteinas carreadoras de fatores de crescimento
fibroblastico, as FGFBPs, que sédo responsaveis por liberar os FGFs imobilizados na matriz
extracelular (ABUHARBEID et al., 2006).

Cinco genes distintos codificam receptores de alta afinidade que interagem com os
membros da familia FGF (FGFR1-5) (SLEEMAN et al., 2001; KIM et al., 2001). Os FGFR1 a
4 codificam receptores do tipo tirosina-quinase localizados na membrana plasmatica.
Estruturalmente esses receptores sdo caracterizados por uma porgcdo extracelular, um
dominio transmembrana e um dominio intracelular responsavel pela ativacdo e fosforilacdo
de tirosinas, quando estimulados por FGFs (ESWARAKUMAR et al.,, 2005). A porcéo
extracelular é dividida em trés dominios semelhantes a imunoglobulina (Ig-like); D1, D2 e
D3, que sao responsaveis pela interacdo e especificidade com os FGFs. Arranjos
transcricionais alternativos (“alternative splicing”) possibilitam a formacé&o de 3 isoformas (A,
B e C) do FGFR1, FGFR2 e FGFR3, que apresentam diferentes graus de afinidade pelos
diversos FGFs (ORNITZ et al., 1996). Sendo que os dominios D3 geram isoformas
funcionais dos tipos B e C, nos FGFR1, 2 e 3 (FGFRIIB e FGFRIIC; Figura 1;

ESWARAKUMAR et al., 2005). Andlise padréo dos transcritos alternativos destes receptores
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demonstra que ativacdo tanto da isoforma “B” quanto da “C” é dependente da linhagem
celular. A isoforma B é preferencialmente expressa em tecidos epiteliais, enquanto que a
isoforma C é expressa em tecidos mesenquimais (ZANG et al., 2006).

O FGFR5, descoberto mais recentemente, apresenta dois transcritos alternativos:
FGFR5 a e B (SLEEMAN et al., 2001; KIM et al., 2001). Este receptor ndo apresenta o
dominio tirosina quinase intracelular como os outros FGFR, porém os residuos dos dominios
extracelulares importantes para o acoplamento com os ligantes dos FGFs sdo conservados
(SLEEMAN et al., 2001). Estudos de “binding” demonstraram que o FGFR5 tem capacidade
de ligacdo ao FGF2, mas ndo ao FGF7. No entanto, sua funcdo biolégica permanece

desconhecida (SLEEMAN et al., 2001).
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Figura 1. Estrutura dos FGFRs e “splicing” alternativos no dominio extracelular D3 para
obtencao das isoformas b e ¢c nos FGFR1, 2 e 3. Dominio PTK (dominio intracelular tirosina

guinase). Porcéo transmembrana (TM). Adaptado de ESWARAKUMAR et al. (2005)

25



Diego Marcondes Guerra — Mestrado — Farmacologia

Apés interacdo entre o0 FGF e o FGFR, ocorre dimerizagdo e trans-fosforilacdo do
receptor para que o sinal seja traduzido em uma resposta biologica (JOHNSON &
WILLIAMS, 1993). Além da fosforilagdo da tirosina, outros sinais de transdugédo, como o
recrutamento da proteina quinase ativadora de mitégeno (MAPK), estdo envolvidos na
geragcdo do efeito proliferativo dos FGFs (CREUZET et al., 1995). A interacdo ligante-
receptor é coordenada pela conjugacdo desse complexo com heparina ou proteoglicanos
(sulfeto de heparina) conferindo maior estabilidade a ligacdo e dimerizacao dos FGFRs. A
sinalizacao intracelular desse complexo (FGF-FGFR-Heparina) é mediada através do
recrutamento de uma familia de proteinas sinalizadoras, conhecidas como FRS2 (substrato
do receptor de FGF 2), até os locais de ligagcdo com as tirosinas fosforiladas. Apds essa
ligacdo, complexos do tipo Grb2 (proteina ligadora de receptor de fator de crescimento 2)

sdo responsaveis pela ativacdo da via intracelular, Ras/Raf/MAP quinase (ESWARAKUMAR

et al., 2005).
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Figura 2. Cascata intracelular (destacada na caixa preta) da ativacdo de FGFRs por FGFs,

adaptado de ESWARAKUMAR et al. (2005).
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3.2.1. Subfamilia do FGF8

O FGF8, FGF17 e o FGF18 pertencem a subfamilia do FGF8, conhecida como
familia oncogénica fetal (ITOH & ORNITZ, 2004). Membros dessa subfamilia apresentam
semelhantes seqiiéncias de aminoacidos (HOSHIKAWA et al.,, 1998; MARUOKA et al.,
1998; XU et al., 1999), caracteristicas bioquimicas incluindo afinidade pelos mesmos FGFRs
(ITOH & ORNITZ, 2004) e padrdes espaciais de expressdo (XU et al., 2000; MARUOKA et
al., 1998). O FGF8, FGF17 e o FGF18 ativam preferencialmente os receptores FGFR3C e
FGFR4, apresentando ainda afinidade moderada pelo FGFR2C (XU et al., 2000; FORD-
PERRISS et al., 2001; ZHANG et al., 2006). Devido a similaridade e especificidade desta
subfamilia, foi sugerido que esses FGFs tenham aparecido por duplicacdo de um gene
original e que suas funcdes séo redundantes ou cumulativas nos tecidos alvo (XU et al.,
1999). Esses fatores de crescimento induzem proliferagdo e diferenciacdo celular em
diversos tecidos em processos fisiologicos e patoldgicos (XU et al., 1999; FORD-PERRIS et
al.,, 2001; SHIMOKAWA et al.,, 2003; HEER et al.,, 2004; NEZU et al., 2005), acdes

compativeis com eventual envolvimento no controle do desenvolvimento folicular.
O FGF 8 foi inicialmente detectado em ovario de ratos (MACARTHUR et al., 1995b) e
€ especificamente expresso em odcitos de camundongos adultos (VALVE et al., 1997).
FGF8 é responsavel por estimular a proliferacdo de células embrionarias (CROSSLEY and
MARTIN, 1995) e esta conjuntamente relacionado crescimento de tumores (TANAKA et al.,
1992; LEUNG et al.,, 1996; SONG et al.,, 2000). Analises em RT-PCR semiquantitativo
BURATINI et al. (2005a) detectaram a presenca do RNAm de FGF8 em foliculos
primordiais, primarios e secundarios. Em tecidos fetais humanos, FGF8 foi detectado no
pulméo e cérebro, mas nao foi encontrada expressao em figado ou intestino (WU et al.,
1997). Em contrapartida, nos tecidos fetais bovinos, foram detectados FGF8 no figado, mas
ndo no tecido pulmonar. Em tecidos adultos bovinos, FGF8 foi detectado apenas no
testiculo e ovario. Isto é consistente com estudos de camundongos (MACARTHUR et al.,
1995a), mas ndo com um estudo em ratos (SCHMITT et al., 1996) em que a expresséo do

FGF8 no coracéo, cérebro, pulméo e rim também foi descrita.
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O FGF17 apresenta semelhancas estruturais e funcionais em relacdo ao FGF8. A
sequéncia de aminoacidos é 60% idéntica a do FGF8 e ambos compartilham padrao similar
de “splicing alternativo” na regido codificadora 5° (MACARTHUR et al., 1995; XU et al.,
1999). No sistema nervoso, o padrao de expressédo do FGF17 é semelhante ao do FGF8, o
gue sugere uma relacédo funcional entre eles na organizacdo de algumas areas do cérebro
(FORD-PERRIS et al.,, 2001). No desenvolvimento do cérebro fetal, o FGF17 induz
proliferacdo e direciona o crescimento tecidual (HOSHIKAWA et al.,, 1998). Em
camundongos, a interrup¢ao da sinalizacdo pelo FGF17 diminuiu a proliferacdo de células
precursoras no sistema nervoso (XU et al.,, 2000) e comprometeu o desenvolvimento
cerebelar (FORD-PERRISS et al., 2001). O FGF17 também é expresso no inicio do
desenvolvimento dos membros (MARUOKA et al., 1998), durante a diferenciacdo de células
imaturas progenitoras de osteoblastos (XU et al., 1999). Por ativacdo do FGFR3C, o FGF17
inibe a proliferacao e diferenciacdo dos condrécitos (NASKI e ORNITZ, 1998). Além disso, o
FGF17 é expresso durante o desenvolvimento arterial (XU et al., 1999).

Considerado um fator de crescimento pleiotropico (multiplos efeitos de um gene), o
FGF18 esta envolvido no desenvolvimento de varios sistemas (CORMIER et al., 2005).
Primeiramente, ele foi isolado em humanos e camundongos e caracterizado em estudos
funcionais que indicaram atividade proliferativa (HU et al., 1998). Posteriormente ele foi
detectado em ratos por PCR baseado na homologia e identificado a partir do
sequienciamento de uma biblioteca de cDNA construida a partir do rim de rato (OHBAYASHI
et al., 1998).

Apesar da seqiiéncia de aminoacidos do FGF18 ser altamente semelhante as do
FGF8 e FGF17, os padrdes temporal e espacial de expressdo do RNAmM do FGF18 em
embrides diferem em relacdo ao FGF8 e FGF17 (OHBAYASHI et al., 1998). Estudos em
camundongos indicam menor expressdao do FGF18 no cérebro fetal durante os estadios
iniciais do desenvolvimento em comparacao ao FGF8 e o FGF17 (XU et al., 2000). Além
disso, os locais de expressdo predominante também diferem no sistema nervoso

(MARUOKA et al., 1998). A atividade proliferativa do FGF18 se estende tanto em tecidos de
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origem epitelial quanto mesenquimal, sendo que, no camundongo, 0s principais érgaos que
o expressam sao o figado e intestino delgado (HU et al., 1998). Ja em ratos adultos, a
expressdo do FGF18 foi predominantemente detectada no pulmdo (OHBAYASHI et al.,
1998). O FGF18 também parece estar associado ao desenvolvimento de tumores, conforme
indica a deteccdo de seu RNAmM no cancer de célon humano (SHIMOKAWA et al., 2003). E
na angiogénese de tecidos cardiovasculares atuando como quimioatrativo para migracéo de

células endoteliais, mas sem atividade proliferativa nesse sistema (ANTOINE et al., 2006).

3.2.2. O sistema FGF no desenvolvimento luteinico

O FGF2 foi o primeiro fator angiogénico identificado no ovario, o qual é produzido por
células endoteliais e esteroidogénicas luteinicos de ratos, humanos e ruminantes
(REYNOLDS & REDMER, 1999). O FGF2 participa do processo de proliferacdo e motilidade
das células endoteliais luteinicos (REYNOLDS & REDMER, 1999; GRAZUL-BILSKA et al.,
1995). STIRLING et al. (1990) observaram a expressdo génica do FGF2 em células
luteinicas bovinas. A presenca do FGF2 no CL bovino foi confirmada por WEZEL et al.
(1995) através de imunohistoquimica, tanto no CL funcional quanto em regressao. Neste
mesmo estudo a proteina do FGF2 mudou ao longo do desenvolvimento luteinico
acompanhado da localizacdo em maior quantidade nas ECs na fase inicial, e
exclusivamente nas células luteinicos na fase intermediaria de desenvolvimento (SCHAMS
et al., 1994).

O FGFl1 (FGF &cido) também foi imunolocalizado no CL, porém em menor
guantidade que o FGF2 (SCHAMS et al., 1994). Sendo assim, o FGF1 n&o deve ser um
importante fator angiogénico no CL como o FGF2. Além disso, a atividade angiogénica
produzida no CL pode ser parcialmente neutralizada pelo anticorpo anti-FGF2, mas néo pelo
anti-FGF1 (DORAISWAMY et al., 1995a; GRAZUL-BILSKA et al., 1995; RICKE et al.,1995).

O envolvimento do FGF7, alternativamente conhecido como fator de crescimento dos
gueratindcitos 1 (KGF1), no controle da fisiologia luteal também ja foi evidenciado (SALLI et

al., 1998). BERISHA et al. (2006) detectaram expressao génica do FGF7 durante a
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formacgéo do CL. A expressdo do RNAmM do FGF7 foi significativamente aumentada durante
0 pico de LH. Sendo assim, relacionada com processos de maturacéo folicular e formagéo
luteinica. O FGF7 apresenta alta afinidade pelo FGFR2B, que também é chamado de KGFR
(IGARASHI et al.,, 1998, OHUCHI et al.,, 2000). A expressdo génica do FGFR2B foi
detectada em células luteinicos (BERISHA et al., 2006) principalmente durante a lutedlise
estrutural (CASTILHO et al., 2008).

A expressdo génica do FGF10, também conhecido como KGF2 foi também
detectada em todos os estadios do CL bovino (CASTILHO et al., 2008). Uma vez que os
receptores para o FGF10 (FGFR2B) sdo expressos nas células do CL (BERISHA et al.,
2004; CASTILHO et al., 2008), estes resultados sugerem o envolvimento do FGF10 na
sinalizacao de mecanismos controladores do desenvolvimento luteinico.

NEUVIANS et al. (2004) relataram aumento da expressdo dos FGFRs durante a
lutedlise de bovinos induzida pela aplicacdo de PGF2a, sugerindo a participacdo dos FGFs
no controle da lutedlise e o possivel envolvimento na modulacéo da reacéo inflamatéria que
se estabelece durante a regressdo do CL. Porém, NEUVIANS et al. (2004) nao fizeram
distincdo entre os diferentes tipos de FGFRs.

Até o presente momento, a literatura ndo dispde de dados sobre a expressédo dos
membros da subfamilia do FGF8 no CL bovino. Isto, somado as caracteristicas funcionais

desses FGFs descritas em outros tecidos, motivou a realizacdo deste projeto.
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EXPRESSION OF FIBROBLAST GROWTH FACTOR RECEPTORS DURING

DEVELOPMENT AND REGRESSION OF THE BOVINE CORPUS LUTEUM

ABSTRACT

There is evidence that fibroblast growth factors (FGFs) are involved in the regulation of
growth and regression of the corpus luteum (CL). However, the expression pattern of most
FGF receptors (FGFRs) during CL lifespan is still unknown. The objective of the present
study was to determine the pattern of expression of ‘B’ and ‘C’ splice variants of FGFRs in
the bovine CL. Bovine CL were collected from an abattoir and classed as corpora
hemorrhagica (stage 1), developing (stage 1), developed (stage Ill) and regressed (stage 1V)
CL. Expression of FGFR mRNA was measured by semiquantitative reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR) and FGFR protein was localized by
immunohistochemistry. Expression of mRNA encoding the ‘B’ and ‘C’ spliced forms of
FGFR1 and FGFR2 was readily detectable in the bovine CL and was accompanied by
protein localization. FGFR1C and FGFR2C mRNA expression did not vary throughout CL
lifespan, whereas FGFR1B was upregulated in the developed (stage Ill) CL. FGFR3B,
FGFR3C and FGFR4 expression was inconsistent in the bovine CL. The present data
indicate that FGFR1 and FGFR2 splice variants are the main receptors for FGF action in the

bovine CL.

INTRODUCTION

The cyclic development and regression of the corpus luteum (CL), a transient
endocrine organ whose principal product is progesterone, requires paracrine signaling
between several cell types (Niswender et al. 2000; Schams and Berisha 2004). Although the
major luteotropic and luteolytic hormones in ruminants are LH and prostaglandin F2a
(PGF20) respectively, there is evidence that several ovarian peptides play important

paracrine roles in the control of CL development, regression and function. These include the
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insulin-like growth factor (IGF) family (Webb et al. 2002), and the vascular endothelial growth
factor (VEGF) family (Schams and Berisha 2004).

The participation of fibroblast growth factors (FGF) in CL function has also been
suggested by several studies. The FGF family consists of 22 peptides (Sleeman et al. 2001),
of which FGF1, 2, 7 and 10 have been detected in the CL (van Wezel et al. 1995; Zheng et
al. 1993, Castilho et al. 2008). FGF2 expression was stimulated by LH and inhibited by
PGF2a (Stirling et al. 1991), and the expression of FGF1 and 2 was transiently increased
during functional luteolysis in cattle (Neuvians et al. 2004a; Neuvians et al. 2004b). FGF7
was detected in small luteal cells in the bovine CL and expression did not change with stage
of CL development (Salli et al. 1998). Similarly, FGF10 mRNA abundance did not vary during
the CL lifespan in contrast with the developmentally regulated expression reported for antral
follicles (Castilho et al. 2008, Buratini et al. 2007). Unlike FGF7, FGF10 protein was localized
to both large and small luteal cells (Castilho et al. 2008).

Functional studies also provide evidence that FGFs play important roles in the
regulation of CL development and function. FGF2 stimulated luteal cell proliferation
(Gospodarowicz et al. 1977; Grazul-Bilska et al. 1995) and progesterone secretion in
ruminants (Liebermann et al. 1996; Miyamoto et al. 1992), and inhibited relaxin secretion
from cultured porcine luteal cells (Taylor and Clark 1992).

Different FGFs induce different cellular events, which is a consequence of the
activation of different receptors (FGFR; Itoh and Ornitz 2004). Five genes encode FGF
receptors (FGFR) (Itoh and Ornitz 2004), of which FGFR1, 2 and 3 are known to undergo
alternative splicing. The ‘A’ splice variants code for truncated secreted proteins that do not
transduce extracellular signals, whereas the ‘B’ and ‘C’ splice forms are functional receptors
expressed predominantly in epithelial and mesenchymal cells, respectively. Most FGFs
activate several receptors. FGF1 activates all FGFRs, whereas FGF2 activates
predominantly ‘C’ splice forms and FGFR4 (Ornitz et al. 1996).

Little is known about FGFR expression in the CL. FGFR1 and 2 (not variant specific)

abundance was higher in late-cycle ovine CL compared to early and mid-cycle (Doraiswamy
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et al. 1998), and FGFR1C and FGFR2C variants have been detected in early luteal phase
bovine CL (Berisha et al. 2006a). Regulation of splice variants along distinct stages of CL
lifespan has been assessed only for FGFR2B, the expression of which decreased during
functional luteolysis and increased during structural luteolysis (Castilho et al. 2008).
Therefore the objectives of the present study were to determine the pattern of expression of

‘B’ and ‘C’ splice forms of FGFR1-3 and of FGFR4 mRNA in the bovine CL.

MATERIALS AND METHODS
Tissues

Bovine ovaries and whole fetuses (predominantly Nelore - Bos indicus) were obtained
from an abattoir local to the Sao Paulo State University campus in Botucatu and transported
to the laboratory in saline on ice. Corpora lutea at different stages of development were
dissected from the ovaries and lung, liver and brain samples from fetuses. Tissue samples
weighing 50-100mg were homogenized in Trizol and total RNA was extracted (Invitrogen;
Sao Paulo, Brazil). Corpora lutea were morphologically classified into four developmental
stages as previously described (Ireland et al. 1980): stage | were corpora hemorrhagica with
a dark red color, incomplete epithelial cover of the rupture point and measured from 0.5 to
1.5 cm diameter (corresponding to days 1 to 4 after ovulation; n=10); stage Il CL featured
complete epithelial cover of the rupture point and visible vasculature in its periphery, were
red or brown at the apex and orange below it, and measured from 1.6 to 2.0 cm
(corresponding to days 5 to 10 after ovulation; n=10); stage Il mid-cycle CL showed well
developed vasculature often visible at the apex, were completely orange or yellow and
measured from 1.6 to 2.0 cm (corresponding to days 11 to 17 of CL after ovulation; n=9); and
stage IV regressed CL showed no visible vasculature at the surface, were pale yellow to
white in color and measured less than 1 cm diameter (corresponding to days 18 to 20 after

ovulation; n=10).
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Reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR)

Expression of FGFR1B, FGFR1C, FGFR2C, FGFR3B, FGFR3C and FGFR4 was
surveyed in abattoir CL samples by RT-PCR. Total RNA (1ug) was incubated with DNAse |
(Invitrogen, Sdo Paulo, Brazil) then reverse transcribed with SuperScript Il (Invitrogen) and
oligo-d(T) primer. PCR was performed on 1ul cDNA in a PCR mastermix containing 1.6 units

Taq DNA polymerase (Invitrogen), 0.4uM primers, 0.2mM dNTPs and 1.5mM MgCl, in a total
volume of 25ul. Samples were denatured for 3 min at 949C, followed by cycles of denaturing
at 940C for 45 sec, annealing (at 61°C for FGFR1B, 59°C for FGFR1C, 60°C for FGFR2C,

and 659C for FGFR3B, FGFR3C and FGFR4) for 45 sec and extension at 709C for 1 min.
Primers for FGFR1C, FGFR2C, FGFR3C and FGFR4 were as published and validated for
bovine follicles (Berisha et al. 2004, Berisha et al. 2006a, Buratini et al. 2005). Primers for
FGFR1B and FGFR3B were designed according to the predicted bovine cDNA sequences.
Forward primers were 5’acgtcctggtgacggagg 3’ and 5’'ggagttccactgcaaggtgt 3', and reverse
primers were 5 ccggtgccatccatttga 3' and 5’gtgaacgctcagccaaaag 3' for FGFR1B and
FGFR3B, respectively. Semiquantitative RT-PCR was validated to measure FGFR1B,
FGFR1C and FGFR2C by choosing number of PCR cycles and amount of RNA within the
linear range of the amplification curve. Numbers of PCR cycles were 32, 30 and 35 for
FGFR1B, FGFR1C and FGFR2C, respectively. FGFR3B, FGFR3C and FGFR4 mRNA
expression was not quantified and was investigated at 37 PCR cycles. Glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase (GAPDH) was used as internal control gene, and was amplified

as described above for 24 cycles (annealing at 60°C) using primers validated for bovine
follicles (Buratini et al. 2005).

All PCR reactions were performed with positive (fetal brain, kidney and liver for
FGFR2C, FGFR3C and FGFR4, respectively) and negative (water replacing cDNA) controls.
PCR products were separated on 1.5% agarose gels and stained with ethidium bromide, and

specific bands quantified by densitometry (Image Gauge, Fuji Photo Film Co.).
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Immunohistochemistry

Bovine ovaries were collected from an abattoir, bisected and fixed in
paraformaldehyde. Fixed tissues were embedded in paraffin, and 5 pm sections were placed
on silane-coated slides. Sections were deparaffinized in xylene, and hydrated in successive
washes with decreasing concentrations of ethanol. Antigen retrieval was achieved by 3
consecutive incubations of 5 min in 10mM citrate buffer (pH 6.0) in a microwave oven (500
Watts). Endogenous peroxidase was quenched by incubation with 2% hydrogen peroxide in
iced methanol for 30 min, followed by three 5 min rinses in PBS with Triton X-100 (0.3%, PH
7.2) and incubation for 30 min in 10% inactivated horse serum to reduce non-specific
binding. Sections were then incubated with primary antibodies for 20 h at 4°C in a humidified
chamber. A monoclonal mouse anti-human FGFR1 antibody (1:100, clone 19B2, Upstate,
New York, USA) and a polyclonal rabbit anti-human FGFR2 antibody (1:200, Sigma, Saint
Louis, USA) were used to localize FGFR1 and FGFR2. Negative controls were set up with
PBS with Triton X-100 (0.3%, PH 7.2) replacing the primary antibody. After incubation with
the primary antibody, sections were rinsed and incubated with biotinylated horse anti-
mouse/anti-rabbit secondary antibody for 45 min in a humidified chamber. Sections were
once again rinsed and incubated with an avidin/biotinylated horseradish-peroxidase complex
(ABC Method; Vectastain Universal ELITE ABC Kit, Vector Laboratories, Burlington,
Canada) for 45 min for signal amplification. Immunostaining was revealed with Vector

NovaRed (Vector Laboratories, Burlington, Canada).

Statistics

Semiquantitative target gene mRNA abundance was expressed relative to GAPDH
MRNA, and the data were transformed to logarithms where not normally distributed. ANOVA
was used to test for main effects of CL stage on FGFR mRNA abundance. Differences

between means were tested with the Tukey-Kramer HSD test.
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RESULTS
Expression of mRNA encoding FGFR1B, FGFR1C and FGFR2C was readily

detected in all stages of the bovine CL lifespan (Fig 1).

FGFR1C

FGFR2C

Fig 1. FGFR mRNA expression in bovine CL at different stages of development.
Representative samples for each stage of CL development are shown in the composite gel.
Numbers of PCR cycles were 32, 30 and 35 for FGFR1B, FGFR1C and FGFR2C,
respectively. NC: negative PCR control (water replacing cDNA). PC: positive PCR control
(fetal liver for FGFR1B and FGFR1C and fetal brain for FGFR2C). Amplicon sizes were 136,
125, 139 and 850 base pairs (bp) for FGFR1B, FGFR1C, FGFR2C and GAPDH,

respectively.
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Whilst FGFR1C and FGFR2C mRNA levels did not vary with stage of CL
development, FGFR1B gene expression was higher in the stage 3 CL (developed) in

comparison with stages 1 and 2 (Fig. 2).
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Stages of CL development

Fig 2. FGFR mRNA abundance in bovine CL at different stages of development. CL were
collected from the abattoir and classified as corpora hemorrhagica (stage 1), developing
(stage 1), developed (stage Ill) and regressed CL (stage IV). Gene expression was
measured by semiquantitative PCR, and data expressed relative to the housekeeping gene,
GAPDH. Number of CL analyzed in each group is given in parentheses. Data are means *

SEM.
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FGFR3C and FGFR4 gene expression was weakly detected in some but not all

samples. FGFR1 and FGFR2 proteins (not isoform specific) were localized to small and large

luteal cells in CL sections. FGFR1 was also detected in cells putatively identified as

endothelial/stromal cells (Fig. 3).
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Fig 3. Immunohistochemical localization of FGFR1 and FGFR2 protein in bovine CL. Ovaries

were obtained from an abattoir and fixed in paraformaldehyde for immunohistochemistry.

FGFR1 (Panel A; bar=30pm) and FGFR2 (Panel B; bar=50um) were localized to small (white

arrows) and large (black arrows) luteal cells. FGFR1 was also detected in cells putatively

identified as endothelial/stromal cells (gray arrow). No staining was observed in the absence

of primary antibody (Panel C; bar=30um).
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DISCUSSION

This is the first report describing the pattern of expression of all major FGFR splice
variants during the CL lifespan. Expression of the ‘B’ splice form of FGFR1 varied
significantly during CL development, whereas the ‘C’ splice forms of FGFR1 and FGFR2 did
not. Neither splice forms of FGFR3 and FGFR4 were consistently detected in the bovine CL.
The expression of FGFR1B was upregulated in stage 3 in comparison with stages 1 and 2,
and we have recently shown that FGFR2B expression is higher in stage 4 CL compared to
stage 1 (Castilho et al. 2008). This is consistent with the data from sheep CL, in which
variant non-specific FGFR1 and FGFR2 increased in late cycle CL (Doraiswamy et al. 1998).
Therefore it is reasonable to propose that increased FGFR1 and 2 mRNA and protein in
midcycle CL are the result of increased expression of the ‘B’ and not the ‘C’ variants. Also
consistent with data from sheep (Doraiswamy et al. 1998) is the localization of FGFR
proteins, although not variant-specific; FGFR1 was localized to endothelial/stromal cells and
to some luteal cells, and FGFR2 was localized to large and small luteal cells.

Expression of FGFR3 and FGFR4 were not consistently detected at 37 PCR cycles.
Using the same primers we have previously amplified FGFR3C and FGFR4 mRNA from
bovine granulosa (FGFR3C) and theca (FGFR3C and 4) cells at 28 and 33 PCR cycles,
respectively. Therefore, the lack of amplification of FGFR3C and 4 is due to weak expression
rather than technical limitations.

FGFs have been grouped into subfamilies based on affinities for specific receptors.
The ‘B’ splice variants are preferentially activated by the FGF7 subfamily, which also
contains FGF10 and 22 (Zhang et al. 2006). These FGFs activate FGFR1B and 2B, but not
3B, and the CL expressed FGFR1B and 2B but not -3B (Castilho et al. 2008; present study).
As FGF7 and 10 mRNA have also been localized in the CL (Berisha et al. 2006b, Castilho et
al. 2008), these data support a role for FGF7/10 signaling within the CL.

There is limited information on the function of FGFs in the CL, the most studied being
FGF2. It has been shown that FGF2 can stimulate luteal cell proliferation (Gospodarowicz et

al. 1977; Grazul-Bilska et al. 1995) and progesterone secretion in ruminants (Liebermann et
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al. 1996; Miyamoto et al. 1992), and inhibit relaxin secretion from cultured porcine luteal cells
(Taylor and Clark 1992). Moreover, FGF2 induces luteal angiogenesis and is present at
higher concentrations in early compared to mid and late bovine CL (Robinson et al. 2007;
Robinson et al. 2008). FGF2 activates FGFR1C, 3C and 4, and to a lesser extent FGFR1B
and 2C (Ornitz et al. 1996). As the CL expresses negligible mRNA encoding FGFR3C and
FGFR4, the targets for FGF2 action in the CL are most likely to be FGFR1B, 1C and 2C.

The expression pattern of FGFR1 and FGFR2 is compatible with roles during CL
formation and growth, and also during CL regression. They could mediate positive effects of
FGF2 on cell proliferation, steroidogenesis and angiogenesis during CL growth
(Gospodarowicz et al. 1977; Grazul-Bilska et al. 1995; Robinson et al. 2008) and, at later
stages of CL lifespan, the increased expression of ‘B’ splice forms could be associated with
mechanisms controlling apoptosis or tissue remodeling in the regressing CL. In fact, there
are genes upregulated in the regressing CL that are believed to control apoptosis and tissue
remodeling, such as the pro-apoptotic factor Fas antigen (Taniguchi et al. 2002), the pro-
survival gene clusterin and genes for extracellular matrix components (Casey et al. 2005).

In conclusion, the present data indicate that FGFR1 and FGFR2 splice variants are
the main receptors for FGF action in the bovine CL, and that the ‘B’ splice variant of FGFR1

is regulated during CL development.
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6. ARTIGO PARA PUBLICACAO

EXPRESSAO DOS MEMBROS DA SUBFAMILIA DO FGF8 (FGF8, FGF17 E FGF18) E DE
SEUS RECEPTORES (FGFR3C E FGFR4) DURANTE O DESENVOLVIMENTO

LUTEINICO E LUTEOLISE INDUZIDA EM BOVINOS.
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EXPRESSAO DOS MEMBROS DA SUBFAMILIA DO FGF8 (FGF8, FGF17 E FGF18) E DE
SEUS RECEPTORES (FGFR3C E FGF4) DURANTE O DESENVOLVIMENTO LUTEINICO

E LUTEOLISE INDUZIDA EM BOVINOS.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi determinar o padrdo de expressdo do FGF8, 17, 18, FGFR3C e
FGFR4 durante o desenvolvimento luteinico seguido de lutedlise induzida em bovinos. Em
adicdo, noés investigamos a localizacao da proteina do FGF18, FGFR3C e FGFR4 no CL
bovino. O CLs foram obtidos de ovarios de abatedouro e classificados em quarto estadios
(estddio 1= corpo hemorragico, estadio 2= em desenvolvimento CL, estadio 3=
maduro/inicio da lutedlise funcional CL e estadio 4= lutedlise estrutural). Para investigar a
expressdo do FGF18, FGFR3C e 4 durante a lutedlise induzida, fémeas bovinas adultas
(Bos Taurus - Holstein Friesians) receberam inje¢cdo de um analogo de PGF2a (cloprostenol-
500 mg i.m.; Intervet, Unterschleissheim, Alemanha) entre os dias 8 - 12. CL foram
coletados por ovariectomia transvaginal as 0, 0.5, 2, 4, 12, 24, 48 e 64 horas (n=5) apds o
tratamento. O RNAm FGF18, FGFR3C e FGFR4 foi detectado nos quatro estadios do
desenvolvimento e o RNAm do FGF18 foi maior no estadio 3 comparado com estadio 1, 2 e
4. A expressao do FGF18 e FGFR4 néo variou durante a lutedlise induzida. O RNAm do
FGFR3C alcancou valores maximos 4 horas apos a injecdo de PGF2a, apds que diminui a
valores semelhantes ao controle (0 hora). Analise imunohistoquimica revelou a presenca do
FGF18, FGFR3 e 4 nas células luteinicas pequenas, grandes e em vasos sanguineos. A
proteina do receptor FGFR3 foi detectada no citoplasma e nlcleo ao longo do
desenvolvimento do CL. Em concluséo, o padréo de expressdo do FGF18 e dos receptores
sugere sua participacdo no controle do desenvolvimento luteinico. A localizacédo da proteina
do FGF18 e FGFR3 em vasos sanguineos indica o envolvimento destes genes na

angiogénese e na vascularizacdo do CL.
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INTRODUCAO

O CL é considerado uma glandula enddcrina transiente localizada no ovario de
mamiferos. O CL bovino desenvolve rapidamente apds a ovulacdo, este periodo é
caracterizado por intensa angiogénese (MYAMOTO et al., 2009). O CL é constituido por
uma condensada rede de vasos sanguineos que inclui grandes vasos e microcapilares
(STOCCO et al., 2007). O tecido luteinico € composto por diferentes células, sendo que as
endoteliais correspondem a cerca de 50% de todo o tecido. Células luteinicas
esteroidogénicas grandes e pequenas constituem cerca de 30% do CL (FARIN et al., 1986).
Além disso, o CL contém varios outros tipos celulares como células musculares, pericitos,
fibroblastos e células do sistema imune, o que faz com que o CL seja um tecido altamente
heterogéneo (CHANING et al., 1986). A principal funcdo do CL é a producado de P4, que é
requerida para o estabelecimento e manutencdo da gestacdo (NISWENDER 2000). Na
auséncia de gestacdo esta glandula é ativa somente por cerca de 17 dias e, ap0s este
periodo, ocorrem alteracdes funcionais e estruturais denominadas de lutedlise.

Em ruminantes, a lutedlise é desencadeada pela PGF2a que é secretada a partir do
Utero e chega no CL por mecanismo de contra corrente entre a veia uterina e artéria
ovariana (MCCRAKEN 1999). A lutedlise é caracterizada por um rapido declinio nas
concentracdes de P4, seguido por degeneracdo vascular e apoptose das células
esteroidogénicas. O controle dos mecanismos responsaveis pela regressao luteinica é
aparentemente complexo (SUGINOET et al., 2007). Sabe-se que fatores locais
desempenham papel essencial no desenvolvimento luteinico. Dentre estes fatores incluem-
se o 6xido nitrico (NO), a EDN1, a Angll e os FGFs (MYAMOTO et al., 2009). Dos diversos
membros da familia dos FGFs, o FGF2, o FGF7 e o FGF10 mostraram-se expressos no CL
(ZHENG et al., 1993; VAN WEZEL et al., 1995; CASTILHO et al., 2008). Estudos in vitro
demonstraram que a expressao do RNAm do FGF2 é estimulada pelo LH e inibida pela
PGF2a (STIRLING et al.,, 1991), embora ela tenha sido aumentada durante a lutedlise

induzida em bovinos (NEUVIANS et al., 2004a, b). FGF7 foi detectado em pequenas células
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luteinicas no CL bovino e a expressao ndo se alterou durante o desenvolvimento luteinico
(SALLI al., 1998).

Os FGFs medeiam respostas celulares pela ativacdo de uma variedade de
receptores tirosina kinase codificados por quatro genes (FGFR1, FGFR2, FGFR3 e FGFR4).
“Splicing” alternativo dos genes FGFR1, 2 e 3 da origem as isoformas ‘B’ e ‘C’. FGF1 e 2
ativam a maioria dos FGFRs. O RNAm do FGFR2B, ativado pelos FGF7 e 10, mostrou-se
expresso durante todas as fazes do desenvolvimento luteinico e lutedlise induzida
(CASTILHO et al.,, 2008). Enquanto a expressdo dos ligantes ndo variou ao longo do
desenvolvimento luteinico, a expressao do receptor diminuiu durante o inicio da lutedlise
funcional induzida, mas aumentou durante a lutedlise estrutural, o que sugere o
envolvimento do FGFR2B no controle da apoptose e do remodelamento tecidual do CL em
regressdo, conforme verificado em outros tecidos (SALLI et al., 1998; CASTILHO et al.,
2008).

Os membros da subfamilia do FGF8 (FGF8, 17 e 18) ativam preferencialmente os
receptores FGFR3C e 4, também ativados pelo FGF2, cuja participacdo no controle da
angiogénese e esteroidogénese luteal ja foi demonstrada (ROBINSON et al., 2009 e
YAMASHITA et al., 2009) E possivel que outros FGFs se somem ao FGF2 no controle da
diferenciagdo do CL pela ativacdo de receptores comuns. Sendo assim, o objetivo deste
estudo foi determinar o padrdo de expressdao dos membros da subfamilia do FGF8 (FGFS8,
17 e 18) e de seus principais receptores (FGFR3C e 4) durante todo o desenvolvimento

luteinico e na lutedlise induzida.
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MATERIAIS E METODOS

Experimeto 1: Expressdo do RNAm do FGF8, 17, 18 e de seus receptores (FGFR3C e

FGFR4) durante o desenvolvimento luteinico.

Obtencédo de corpos liteos

Ovarios bovinos (predominantemente Nelore - Bos indicus) foram obtidos de
abatedouro e transportados para o laboratério em solucao salina gelada. CLs de diferentes
estadios de desenvolvimento foram dissecados. Fragmentos (50-100mg) de CL bovino
imersos em 1 ml de solucdo Trizol (Invitrogen®, S&o Paulo, Brasil), foram triturados em
homogenizador de tecidos (Polytron UltraTurrax T-25) e submetidos ao protocolo Trizol de
extracdo de RNA total. CLs foram morfologicamente classificados em quatro estadios de
desenvolvimento (IRELAND et al., 1980): estadio | apresenta-se externamente com
coloracao avermelhada, ponto de ruptura nao recoberto por epitélio e sem vasculatura
visivel em sua superficie e internamente possui também cor avermelhada (corresponde aos
dias 1-4 apds a ovulacdo; n=10); estadio 2 apresenta-se externamente com o apice de cor
vermelha ou marrom, com o ponto de ruptura coberto por epitélio e vasculatura da superficie
restrita a periferia do CL. Internamente possui o0 apice de coloracdo avermelhada ou
marrom, sendo o restante do CL caracterizado por coloragéo alaranjada (corresponde aos
dias 5-10 ap6s a ovulagdo; n=10); estadio 3 apresenta-se externamente com cor alaranjada
e presencga de alguns vasos. Internamente é caracterizado por possuir uma cor alaranjada
de aspecto homogéneo em todo o CL (corresponde aos dias 11-17 apds a ovulagéo; n=10)
e estadio 4 apresenta-se externamente com coloracdo amarelada (amarelo claro) e sem
vasculatura visivel na superficie do CL. Internamente, é caracterizado por possuir uma cor

alaranjada ou amarelada (corresponde aos dias 18-20 apds a ovulacdo; n=10).
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Extracdo de RNAm total e transcrigdo reversa

Os corpos lateos foram submetidos ao protocolo Trizol® (Invitrogen) de extracdo de
RNA total. Ao final da extracéo, as amostras de RNA total foram solubilizadas em 10 pul de
agua MILI-Q ultrapura. As concentracdes das amostras de RNA total foram mensuradas por
espectrofotometria (Biophotometer®, Eppendorf). A fim de evitar contaminacdo por DNA
gendmico, todas as amostras de RNA total (1 pg) foram tratadas com DNAse antes de
serem submetidas a transcricdo reversa. Apds esse procedimento, as amostras foram
transferidas para o gelo e imediatamente submetidas a reacdo de transcricdo reversa. Para

a reacédo de transcricdo reversa (RT), foi utilizado o “kit* SuperScript [lI® (Invitrogen).

Expressédo génica por PCR em tempo real

Para avaliacdo da expressdo génica dos FGFs e FGFRs (FGF8, FGF17, FGF18,
FGFR3C e FGF4) ao longo do desenvolvimento do CL bovino, utilizou-se o equipamento
ABI 7500 (Applied Biosystems®) com o protocolo de amplificacdo do “kit” Power Sybr Green
Master Mix® (Applied Biosystems). Os genes GAPDH, Ciclofilina (CYC-A) e Histona (H2A)
foram testados pelo programa geNorm (Microsoft®) para selecdo do controle endégeno
mais estavel. O gene CYC-A foi o escolhido o melhor controle endégeno. Sendo assim, os
valores de expressao génica dos experimentos da PCR em tempo real foram normalizados
pela expressdo do gene constitutivo, CYC-A. As rea¢cOes de amplificacdo para todos os
genes acima, foram realizadas em placas de 96 pocos, as quais continham 12,5 ul de Power
Sybr Green Master Mix® (Applied Biosystems), 0,5 ul de cDNA para o FGF17 e FGF18, 1 ul
cDNA para FGF8, FGFR3C e FGFR4, bem como oligonucleotideos iniciadores bovino-
especifico completando o volume final de 25 pl. Os oligonucleotideos iniciadores utilizados

nesse experimento sdo apresentados (Tab. 1).
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Tabela 1. Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores.

GENE SEQUENCIA DO PRIMER TAMANHO REFERENCIA
DO
FRAGMENTO
CYC-A For5 - GCCATG GAGCGCTTTGG -3’ 65 BC105173
Rev 5 - CCACAG TCAGCAATGGTGATCT-3
FGF 8 For 5 — TGA GAC AGG CCT CTA CAT CTG CAT -3 106 AY183660
Rev 5 —ATT GTT CTC CAG CAC GAT CTC CGT -3
FGF 17 | For5 -AGA TCC GTG AGT ACC AGC TCT ACA-3 132 XM_582304
Rev5 - TTC CGAACG TGT CTG TCT CCACTA-3
FGF 18 For5 -TTT ACACTT CCT GCT GCT GTG C -3’ 117 NM_001076007
Rev5’-TGC TTG CGG CTCACATCGT -3
FGFR3C For5’-TGG CTT TGA TCG TGT TCC TGCT - 3 159 AY_029187.1
Rev5’-ACAAGC TTG ACT TGG CTGAGG A -3’
FGFR4 For5’- TGGCTTTGATCGTGTTCCTGCT - 3’ 104 AF_170490.1

Rev 5’- AAAGCGAGACAACTTCTGCACG - 3
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As condigbes para amplificagdo dos genes foram: 95°C por 10 min, 40 ciclos de 95°C
por 15 s (desnaturagéo) e 59°C (FGFR3C), 60°C (FGF18 e FGFR4), 61°C (FGF17 e FGF8)
por 1 minutos (anelamento e extensdo), seguido de curva de dissociacdo padrdo. Os dados
de fluorescéncia foram coletados ao final de cada extenséo. A eficiéncia e especificidade
dos oligonucleotideos iniciadores dos genes foram caracterizadas pelas curvas de
amplificacdo e dissociacdo, respectivamente. A eficiéncia de amplificacdo de cada gene
analisado foi estimada utilizando-se o programa “LinRegPCR”. Para tanto, considerou-se a
eficiéncia média com base na curva de amplifica¢édo individual de cada amostra. Ja para a
determinacdo do “threshold” de cada reacdo foram utilizadas as médias de no minimo 4
pontos da curva de amplificacdo durante a fase exponencial das amostras analisadas.
Posteriormente, os valores de ct (ciclo “threshold”) foram exportados para uma planilha e

organizados de acordo com as idades gestacionais de cada grupo.

Imunohistoquimica

Ovérios bovinos (predominantemente Nelore - Bos indicus) foram obtidos de
abatedouro. CLs de diferentes estddios de desenvolvimento foram dissecados e
classificados (estadio 1/n =1; estadio 2/n=3; estadio 3/n=3; estadio 4/n=3). A expressédo
protéica foi investigada por imunohistoquimica nos ovarios bovinos fixados em
paraformaldeido. Para tanto, o tecido fixado foi mergulhado em parafina e cortado em
microtomo. Os cortes obtidos (5 um) foram desparafinizados em xilol, (2 x 20 minutos) e
hidratados com sucessivas lavagens de 3 minutos em 95% e 85% de etanol. Para a
recuperacao de antigenos foi utilizada incubagéo de 0,5 M Tris-EDTA pH 9,0 a 96C por 30
minutos para o FGF18 e citrato pH 6,0 para o0 FGR3 e 4. A peroxidase endogena foi
bloqueada, durante 10 minutos, com 5% de peréxido de hidrogénio a 5% em metanol e em
seguida lavadas dez vezes em agua destilada e duas vezes por 5 minutos em 0,5 M Tris pH
7,4. Os anticorpos policlonais de cabra anti-FGF18 (1:50, SC-16830, Santa Cruz
Biotechnology, Campinas, Brasil), foram biotinilados (EZ-Link, Pierce Biotechnology,

Rockford, IL), incubados por 2 horas em temperatura ambiente seguido por lavagem e

61



Diego Marcondes Guerra — Mestrado — Farmacologia

incubacdo com avidina-peroxidase por 30 minutos (Vecstain ABC, Vector Laboratories, Sdo
Paulo, Brasil). Para o0 FGFR3 e FGFR4 os anticorpos policlonais obtidos de coelho (1:500-
FGFR3, AB_41948; 1:300-FGFR4, AB 64190, ABCAM, Califérnia, EUA) foram incubados
em camara umida por 18 horas (“over-night”) a temperatura de 4°C. Apés este periodo, as
laminas foram lavadas com TRIS (dois banhos de cinco minutos) para dar-se entéo inicio a
incubacdo com o anticorpo secundario por 1 hora (EnVision Dual Link System, Dako,
Carpinteria, CA, USA). Para visualizacao da reacao, utilizou-se a solugdo cromégena de
DAB liquido por cinco minutos (Dako, Carpinteria, CA). Finalmente, as secc¢des foram
lavadas em agua destilada e contra-coradas com hematoxilina e eosina. Para a confeccéo
dos controles negativos as sec¢bes foram incubadas com peptideos bloqueadores (SC-

16830P, Santa Cruz Biotechnology, Campinas, Brasil).

Experimeto 2: Expressdo do RNAm do FGF18, FGFR3C e FGFR4 durante a lutedlise

induzida.

Obtencédo de corpos liteos

Este experimento foi desenvolvido em colaboracdo com o grupo do Dr. Dieter
Schams e Dr. Bajram Berisha. Para investigar a expressdao do RNAm do FGF18, FGFR3C e
FGFR4 durante a lutedlise induzida, foi administrado nas fémeas bovinas (Bos taurus-Vacas
Holandesas) o analogo da PGF2a (cloprostenol-500 mg i.m; Intervet, Unterschleissheim,
Alemanha) entre os dias dias 8-12. CLs foram coletados por ovariectomia transvaginal a 0,
0,5, 2, 4, 12, 24, 48, e 64 horas (n=5/time point) apés o tratamento. Os CLs foram
congelados em nitrogénio liquido e mantido em -80°C até a extracdo do RNA. O RNA total
foi extraido de acordo com Chomczynski e Sacchi (1987) com o reagente TriPurel (Roche

Diagnostics, Mannheim, Alemanha) segundo BERISHA et al. (2000).
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Extracdo de RNAm total e transcricéo reversa

O RNA total foi purificado usando Nucleospin® RNA Il (Macherey & Nagel, Duren,
Germany). A concentracao e grau de pureza foram determinados na absorbancia de 260 nm
usando Biofotémetro (Eppendorf, Hamburg, Germany). Aliquotas (1 mg) foram submetidas a
uma desnaturacdo em eletroforese em gel de agarose a 1% com brometo de etidio para
verificar a quantidade e a qualidade do RNA total. O RNA total foi submetido a reacao de RT
para transcricdo de cDNA em um volume de 60 ml contendo 1 mg de RNA, 2,5 mmol/L
oligonucleotideos hexameros (Gibco BRL, Grand Island, NY) e transcriptase reversa M-MLV
(200 U / ml, Promega, Madison, WI ) de acordo com BERISHA et al. (2006a). A reacéo de
RT negativa (transcriptase reversa foi substituido por agua) foi realizada para detectar a

contaminacgéo de DNA residual.

Expressédo génica por PCR em tempo real

As condigbes para a reacdo de RT-PCR foram avaliadas em um termociclador
(Eppendorf). Analise quantitativa em tempo real de RT-PCR foi realizada com o sistema
Rotor-Gene 3000TM (BERISHA et al.,, 2006b). Ap6s a incubacéo inicial a 95°C por 10
minutos para ativar Taq DNA polimerase, as amostras foram amplificadas em 40 ciclos de
95°C por 15 seg (desnaturacédo) e 60°C (FGF18 e FGFR4), 59°C (FGFR3C) por 1 minutos
(anelamento e Extensao), seguido de curva de dissociacdo. Dados de fluorescéncia foram
obtidas apds cada etapa de alongamento de SYBR Green ligagdo ao dsDNA ampliado a
72°C por 5 seg. A especificidade de cada produto da PCR foi determinada pela analise da
curva de dissociacdo. Os dados foram analisados através do Rotor-Gene 30001 (verséo

5.03).
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Andlise da expressao génica por PCR em tempo real
A expressao relativa do FGF8, FGF17, FGF18, FGFR3C e FGFR4 dos experimentos
1 e 2 foi quantificada pela seguinte equacao (PFAFFL et al., 2001; Figura 7 — férmula de

Pfaffl).

~ACPy)yo (controle —amostra }
“alvo

Razao =

ACP
{ Eref } ref

{ controle —amostra }

Fig. 1 - Modelo matematico da expressao relativa por PCR em tempo real. A razdo de um
gene alvo é expressa em uma amostra em relacdo a amostra controle e a expressao do
gene endoégeno. E,w, € a eficiéncia do transcrito do gene alvo; E € a eficiéncia do transcrito
do gene referéncia; ACP,,, € a diferenca de CP do controle — amostra do gene alvo

transcrito; ACP, € a diferenca de CP do controle — amostra do gene referéncia transcrito.

Anélise estatistica

A quantificacdo da abundancia do RNAm dos genes alvos foi normalizada pela
expressdo de CYC-A. Afim de testar os efeitos do estadio de desenvolvimento luteinico e da
injecdo de PGF2a em diferentes momentos apos o tratamento sobre a expressdo génica,
utilizou-se ANOVA, seguido pelo teste de Tukey-Kramer HSD. Antes da ANOVA, realizou-se
teste de normalidade dos dados com transformacao para logaritmos diante de auséncia de
normalidade. Quando mesmo ap6s transformacfes logaritmicas, os dados ndo
apresentaram distribuicdo normal, utilizou-se Analise Nao Paramétrica com o Teste de
Wilcoxon. Os dados referentes a expressdo do FGR3C apresentaram distribuicdo normal
apos transformacédo, enquanto que para os dados do FGF18 e FGFR4 utilizou-se Andlise

Nao Paramétrica.
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RESULTADOS
Experimento 1.

A expressdo do RNAm do FGF18, FGFR3C e FGFR4 foi detectada na maioria das
amostras investigadas do desenvolvimento luteinico, no entanto a expressao dos RNAm do
FGF8 e FGF17 foi fracamente detectada no CL bovino (Tabela 2). A expressdo do FGF18
variou ao longo do desenvolvimento, mostrando valor superior no estadio 3 (2.89 + 0.05;

FGF18/CYC-A: média £+ EPM) em comparag¢dao com os estadios 1 (0.3 + 0.27), 2 (0.56 +

1.27) e 4 (0.99 + 0.32) (Fig. 2).

' mFGF 18

OFGFR3C

| OFGFR4 a

mh alt iﬁﬁ Eﬂ

Estagios do desenvolvimento luteinico

Gene alvo/ CYC-A mRNA

Fig. 2 Expressdo dos RNAmM do FGF18, FGFR3C e FGFR4 quantificada por PCR em tempo

real em corpos luteos bovinos ao longo do desenvolvimento.
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Tabela 2. Média de Cts (ciclos threshold) e amostras positivas para cada gene nos

diferentes estadios do desenvolvimento luteinico.

Estadio do Amostras
Genes desenvolvimento Médias de Ct Positivas /
luteinico Amostras Totais
[ 38 4/10
1] 38 7/10
FGF8 I 37 6/9
v 37 4/10
[ 37 7/10
1] 37 5/10
FGF17 " 36 7/9
v 37 7/10
[ 35 9/10
1] 35 10/10
FGF18 " 34 9/9
v 35 10/10
[ 31 10/10
1] 32 9/10
FGFR3C " 33 9/9
v 34 10/10
[ 32 10/10
1] 33 10/10
FGFR4 " 33 9/9
v 33 9/10
[ 19 10/10
1] 19 10/10
CYC-A I 20 9/9
v 19 10/10
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Experimento 2.
Durante a lutedlise induzida a expressdo do RNAm do FGF18 e FGFR4 n&o variou.
Em contraste, a expresséo do FGFR3C alcancgou valores maximos nas 4 horas e apés 20

horas a expresséo voltou a valores semelhantes ao controle (0 hora) (Fig.3).
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Fig. 3 Abundancia relativa do RNAm durante a lutedlise induzida em bovinos. A lutedlise foi

induzida no CL maduro pela injecdo de PGF2a e CLs foram coletados por ovariectomia em

tempos determinados. O RNAm do FGF18, FGFR3C e FGFR4 foi mensurado por RT-PCR

em tempo real

(P<0.05).

e média £+ EPM sdo expressdo em relacdo ao gene endégeno CYC-A
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A andlise imunohistoquimica revelou a presenca da proteina do FGF18 no

citoplasma das células luteinicas pequenas e grandes e vasos sanguineos no CL maduro

(Fig. 4).

Fig. 4 Imunolocalizacdo do FGF18 no CL bovino (A) e controle negativo (B). FGF18 foi
detectado nas células luteinicos pequenas (seta branca), grandes (seta preta) e em vasos

sanguineos (seta cinza).
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A proteina do FGFR3 mostrou-se presente no citoplasma e nulcleo de células
luteinicas pequenas e grandes e vasos sanguineos em todos os estadios de
desenvolvimento do CL. Sendo que a marcacao nuclear variou em intensidade em células

distintas do mesmo CL (Fig.5).

'\ : " e <, . . : r .-‘ F |
W ore DN ¥ S SN\ 3
Fna I‘Vf:. .‘-iﬂ'_ * L B4 "'_'hl“'ﬁ

Fig. 5 Imunolocalizacdo do FGFR3 no CL bovino. O FGFR3 foi detectado nas células

luteinicos pequenas (seta branca), grandes (seta preta) nos estadios 1 (A), 2 (B), 3 (C), 4
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(D),e em vasos sanguineos (seta cinza). Controle negativo para imunolocalizacdo do
FGFR3 (E).
Interessantemente, em um Unico CL de estadio 2, observou-se um acimulo da

proteina do FGFR3 na regiao perinuclear (Fig.6)

Estagio 2

Fig. 6 Imunolocalizagdo do FGFR3 no CL bovino. Foto ilustrativa da marcacdo perinuclear

do FGFRS (setas pretas).
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A proteina do FGFR4 foi localizada fracamente no citoplasma em todos os estadios

do desenvolvimento luteinico, além disso, um Unico CL de estadio 1 mostrou-se negativo

(Fig. 7).

Fig. 7 Imunolocalizagdo do FGFR4 no CL bovino. O FGFR4 foi detectado fracamente nas
células luteinicos pequenas (seta branca), grandes (seta preta) nos estadios 1 (A), 2 (B), 3

(C), 4 (D). Controle negativo para imunolocalizacdo do FGFR4 (E).
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DISCUSSAO

Este estudo mostra pela primeira vez o perfil de expressdo dos membros da
subfamilia do FGF8 (FGF8, 17 e 18) e de seus principais receptores FGFR3C e FGFR4 em
diferentes estadios do desenvolvimento luteinico e durante a lutedlise induzida.

Os RNAmM do FGFR3C e 4 mostraram-se expressos em todos os estadios do CL sem
variacao. Sendo assim, o padrao de expressdao do FGFR3C é semelhante ao padrdo dos
demais subtipos C de FGFR (FGFR1C e FGFR2C) ja investigados no CL bovino, e difere
daguele observado para o FGFR1B e FGFR2B que mostraram-se aumentados no CL
maduro e durante a lutedlise estrutural, respectivamente (GUERRA et al., 2008; CASTILHO
et al., 2008). Por outro lado, a expressdo do RNAm do FGFR3C foi alterada pela PGF2a
durante a lutedlise induzida. No presente trabalho a deteccédo da expressao do FGFR3C e
FGFR4 difere de dados publicados anteriormente (GUERRA et al.,, 2008) em que a
expressdo do RNAm foi inconsistente durante o desenvolvimento do CL bovino. Esta
divergéncia de dados é muito provavelmente decorrente das distintas técnicas de PCR
utilizadas nos dois estudos. Enquanto que no primeiro estudo utilizou-se PCR seguido de
eletroforese em gel de agarose, no presente estudo, os RNAm foram detectados por PCR
em tempo real, técnica com maior sensibilidade em relacdo a anterior. Além disso,
diferentes primers com eficiéncia possivelmente aumentada foram associados ao PCR em
tempo real.

A expressdo do RNAmM do FGF18 mostrou-se aumentada no periodo correspondente
ao CL maduro e inicio da lutedlise funcional (estadio 3) em comparac¢do aos outros estadios
do desenvolvimento luteinico. No entanto, a expressdo do FGF18 nédo variou durante a
lutedlise induzida. Estes dados sugerem a participacdo do FGF18 e de seus receptores no
controle da diferenciacdo do CL. O padrédo de expressdo do FGF18 difere de outros FGFs
previamente detectado no CL bovino como o FGF10 e o FGF7, cujos niveis de RNAmM ndo
variaram ao longo do desenvolvimento e regressdo do CL (CASTILHO et al., 2008; SALLI et

al., 1998).
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O FGF18 é considerado um fator envolvido no desenvolvimento de varios sistemas
(CORMIER et al., 2005). Estudos in vitro indicaram atividade proliferativa do FGF18 em
osteblastos e condrdcitos de camundongos (SHIMOAKA et al., 2002). Em bovinos, o FGF18
esta envolvido no controle da diferenciacdo das células da granulosa, onde ele modula a
esteroidogénese folicular. O FGF18 diminuiu a expressao do RNAmM das enzimas
esteroidogénicas CYP11Al, HSD3B1 e STAR em células da granulosa in vitro e,
consegientemente, determinou a diminuicdo da producéo de P4 e estradiol (PORTELA et
al., 2010).

O aumento significativo da expressdao do RNAm do FGF18 no periodo correspondente
ao inicio da lutedlise funcional, em conjunto com os dados supracitados, sugere o
envolvimento do FGF18 na queda da producdo de P4 no CL bovino, possivelmente
associada a diminuicdo da transcricdo de STAR, como promovida pelo FGF18 em foliculos.
Além disso, a queda da producéo de P4 no CL bovino também esta associada a alteracao
da vascularizacdo local (MYAMOTO 2009). Como o FGF18 e seu principal receptor
(FGFR3) foram detectados em vasos sanguineos do CL bovino, é possivel que este
complexo também altere a funcéo do CL via regulagdo da vascularizagéo.

A formacdo de novos vasos sanguineos é um processo importante para o
estabelecimento da producéo de P4. Até o momento nao foi determinado o envolvimento do
FGF18 na vascularizagdo do CL. No entanto, o FGF18 estd associado a angiogénese em
outros tecidos, como tecidos cardiovasculares, onde atua como um fator quimioatrativo para
a migracdo de células endoteliais, mas sem atividade proliferativa nesse sistema (ANTOINE
et al., 2006).

Em contraste com a fraca e inconsistente presenca do FGFR4 no CL bovino, a
proteina do FGFR3 mostrou-se presente no citoplasma e nucleo das células luteinicas
grandes e pequenas. Interessantemente, em um Unico CL do segundo estadio luteinico,
observou-se marcacdo perinuclear do FGFR3. Essa marcagdo pode representar fase de
migracdo da proteina do citoplasma para o nucleo, conforme relatado em osteoblastos

(SABIETTI et al., 2005).

74



Diego Marcondes Guerra — Mestrado — Farmacologia

A translocacdo nuclear do FGFR2 e do FGF2 foi observada em osteoblastos, onde
esta localizacao foi induzida pela PGF2a e mostrou-se associada a reducdo da abundancia
do RNA mensageiro do FGFR2 (SABIETTI et al., 2005). Sendo assim, a imunomarcacéo
nuclear do FGFR3 e os valores inferiores da expressdo do RNAm do FGFR3C durante a
lutedlise induzida, sugerem que a PGF2a possa determinar queda da producdo do RNAm
do FGFR3C via estimulo a translocagéo nuclear como observado em osteoblastos, embora
a transloacao nuclear nao tenha sido medida durante a lutedlise induzida.

A localizagdo nuclear dos FGFRs foi relatada por inidmeros autores e esta
relacionada com a regulacéo da diferenciacéo e proliferacdo celular (MAHER et al., 1996).
BERISHA et al., (2006) relataram a localizagdo nuclear do FGF2 em células luteinicas
bovinas, associada a aumento do respectivo RNAmM apoés o pico de LH, indicando possivel
participacdo do FGF2 na diferenciacdo das células da granulosa em células luteinicos
estimulado pelo LH (BERISHA et al., 2006). O FGF2 possui alta afinidade pela isoforma “C”
dos FGFRs e pelo FGFR4 (ZHANG 2006). Como o FGFR3C mostrou-se expresso e a
proteina foi localizada no nucleo das células luteinicas no CL em formacédo (estadio 1), é
possivel que o0 FGFR3C medie a¢6es nucleares do FGF18 e também do FGF2, que podem
se somar no controle da diferenciacdo das células luteinicas durante a formacédo do CL
(SHIMOAKA et al., 2002).

Em suma, o presente trabalho indica a participacdo do FGF18 do FGFR3C na
regulacdo do desenvolvimento e regressdo do CL bovino. No entanto, estudos funcionais
sdo necessarios para o melhor entendimento das funcées desempenhadas pelo FGF18 nos

mecanismos reguladores da funcéo do CL.
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7. CONCLUSOES GERAIS
e Os RNAm do FGF18, FGFR1B, FGFR1C, FGFR2C, FGFR3C e FGFR4 estdo
presentes ao longo do desenvolvimento e regressdo do CL bovino, enquanto que os
RNAmM do FGF8, FGF17 e FGFR3B séo expressos fraca e de forma inconsistente no

CL bovino.

e A expressao do FGFR3C diminuiu durante a lutedlise induzida, indicando possivel

controle da expressdo do RNAm do FGFR3C pela PGF2a.

e As proteinas FGF18, FGFR1, FGFR2, FGFR3 estdo presentes nas células luteinicos

grandes e pequenas do CL bovino.

e O FGF18 e FGFR3 foram localizados em vasos sanguineos, sugerindo envolvimento

no controle da vascularizagéo do CL.

o Os padrbes de expresséo do FGF18 e dos receptores FGFR1B, FGFR1C, FGFR2C,

FGFR3C, sugerem seu envolvimento no controle da func&o do CL em bovinos.

79



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

