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"Mals 1mportante do que o
conhecimento, é a
imaginacao.”

Adaptado de Albert Einstein

A presente tese esta organizada em trés capitulos, os quais compilam os seguintes

conteudos:

Capitulo I. Revisao de literatura.



Capitulo Il. Expressédo do fator de crescimento fibroblastico (FGF22) e do receptor,

FGFR1B, durante o desenvolvimento folicular antral em bovinos.

Capitulo Ill. Expressdo dos membros da subfamilia do FGF7 (FGF7, FGF10 e FGF22) e
seus receptores (FGFR1B e FGFR2B) em foliculos antrais durante o desvio folicular em

novilhas da raga Nelore.



Aos meus queridos pais (Jalio e
Cassia), a minha noiva e amor
(Jamile) e as minhas irmds (Lais e
Leticia), pelo amor, compreenséao,
carinho e alegrilas que sempre se
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INTRODUCAO

Ao longo das duas ultimas décadas surgiu uma enorme quantidade de
informagbes sobre a fisiologia ovariana, porém o entendimento completo dos

mecanismos que controlam todos os eventos relacionados a foliculogénese ainda n&o



foi atingido. Sabe-se que as gonadotrofinas desempenham papel chave na regulagao
do desenvolvimento folicular antral, bem como na indugédo da ovulagdo. Contudo, fortes
evidéncias indicam a participacdo de peptideos intra-ovarianos de acédo paracrina em
todas as fases do desenvolvimento folicular, dentre eles, os fatores de crescimento
fibroblasticos (FGFs).

Os FGFs estdo agrupados em sete subfamilias, sendo que os membros dessas
subfamilias apresentam caracteristicas estruturais e/ou funcionais semelhantes e
afinidade aos mesmos receptores. A subfamilia do FGF7 é composta pelo FGF3, FGF7,
FGF10 e FGF22 (ITOH & ORNITZ, 2008), os quais se ligam a dois principais
receptores, o FGFR1B e FGFR2B. Quanto a participacdo dos membros dessa
subfamilia na foliculogénese, destaca-se a expressao do FGF10 em odcitos e células
da teca de foliculos antrais bovinos e suas ag¢des sobre as células da granulosa
(BURATINI et al., 2007). A expressao do FGF10 mostrou-se diminuida nas células da
teca de foliculos estrogénicos, o que, combinado a dados funcionais indica efeito
supressor do FGF10 sobre a esteroidogénese das células da granulosa (CG). Portanto,
ha evidéncias de que o FGF10 possa ser um fator regulador importante da
diferenciacao das CG e que ele deve ser suprimido para a continuidade do crescimento
folicular apds o recrutamento.

Assim como o FGF10, o FGF7 também é expresso em CT de foliculos antrais e
da mesma forma possui acdo anti-esteroidogénica sobre as células da granulosa
bovinas cultivadas (PARROTT et al., 1994; PARROTT & SKINNER, 1998 ab; BERISHA
et al., 2004; BURATINI et al., 2007). Contudo, como sua expressao néo € regulada ao

longo do desenvolvimento folicular antral, sua participacdo parece nao ser tao



importante quanto a do FGF10. Quanto ao FGF22, a literatura ndo dispde de dados
sobre a expressao e fungao deste membro da subfamilia do FGF7 no ovario bovino.
Desta forma, este trabalho objetivou investigar a participacdo de FGFs
pertencentes a subfamilia do FGF7 e seus receptores na regulagdo da foliculogénese
antral por meio da caracterizacdo dos seus padrdes de expressdo. A acdo anti-
esteroidogénica dessa familia motivou especificamente a investigagcdo da expresséao
dos mRNA dos seus componentes ao redor do desvio folicular a fim de avaliar seu

envolvimento nos mecanismos de selecao do foliculo dominante na espécie bovina.



Capitulo |

Revisao de literatura

1. REVISAO DE LITERATURA



1.1.Desenvolvimento folicular ovariano

A foliculogénese bovina € um processo continuo de crescimento e atresia dos
foliculos ovarianos que se inicia na vida fetal, passa pela puberdade e continua na vida

reprodutiva até a senilidade (NILSSON et al., 2001). O estabelecimento da
linhagem germinativa no ovario fetal ocorre pela migracdo das células germinativas
primordiais (CGP), oriundas do endoderma extraembrionario (parede do saco vitelineo),
até a crista genital, através do endoderma intestinal e mesentério dorsal (MOTTA et al.,
1997). A formagao dos foliculos acontece quando os oocitos primarios tornam-se
envoltos por uma unica camada de células achatadas, denominadas células da pré-
granulosa, constituindo o foliculo primordial (WANDJI et al., 1996). Em suma, o
processo que leva a formacéo do foliculo primordial € basicamente caracterizado pela
formagdo e migracdo das CGP, colonizagdo ovariana por células mesonéfricas,
formagdo e proliferagdo das oogbnias que iniciam o processo de meiose com
interrupgéo no dictiéteno e, por fim, o desenvolvimento, proliferacédo e diferenciagdo das
células da granulosa (CG).

Inumeros estudos tém demonstrado que o desenvolvimento folicular pré-antral
independe de estimulo gonadotréfico agudo e que mecanismos autocrinos e paracrinos
de controle mediados por fatores de crescimento desempenham um papel hegemdnico
nessa fase (MCNATTY et al., 1999). Varios peptideos intraovarianos como o KL (“kit
ligand”), membros da familia dos fatores de crescimento transformantes B (TGF-B)
como o fator de crescimento e diferenciagcdo 9 (GDF-9) e as proteinas morfogenéticas
osseas (BMPs), a ativina, a inibina, fatores de crescimento semelhantes a insulina
(IGFs) e suas proteinas ligantes (IGFBPs), fatores de crescimento epidermais (EGFs) e

fatores de crescimento fibroblasticos (FGFs) tém sido apontados como fatores



reguladores importantes do desenvolvimento folicular na fase pré-antral e inicio da fase
antral (FINDLAY, 1994; VAN DEN HURK et al., 1997; MONNIAUX et al., 1997ab;
WEBB et al., 2003; BURATINI et al., 2005ab; BURATINI et al., 2007; MACHADO et al.,

2009).

1.2.Controle do desenvolvimento folicular antral

O desenvolvimento folicular de bovinos ocorre em um padrdo de ondas, com
apresentacdo de uma, tdo raro quanto 4, duas (RHODES et al.,, 1995) ou trés
(FIGUEIREDO et al., 1997) ondas de crescimento folicular por ciclo estral. Em
zebuinos, ha maior incidéncia de trés ondas, sendo notificada a presencga de até quatro
ondas de crescimento folicular por ciclo estral (FIGUEIREDO et al., 1997). Essas
variagdes podem ocorrer em fungao de varios fatores como dieta, manejo, producéo de
leite, periodo de lactagao e pos-parto imediato (GINTHER et al., 1996).

Cada onda de crescimento folicular € caracterizada por um grupo de pequenos
foliculos que s&o recrutados (emergéncia folicular) e iniciam uma fase de crescimento
sincronizada por cerca de trés dias (GINTHER et al., 2003). Destes, apenas um
continua o seu desenvolvimento (foliculo dominante), enquanto os outros regridem
(foliculos subordinados), estabelecendo-se entdo o fendmeno do desvio folicular.

A divergéncia ou desvio folicular é definida como o momento em que as taxas de
crescimento dos dois maiores foliculos diferenciam-se e é seguida pela continuidade do

desenvolvimento do foliculo dominante e regressao dos outros (GINTHER et al., 1996).



Em novilhas da raga Nelore, a divergéncia ocorre entre os dias 2,5 a 2,8 dias apos a
ovulagdo (SARTORELLI et al., 2005, GIMENES et al., 2008)

Distintamente da fase pré-antral, mecanismos enddcrinos séo preponderantes na
regulagao do desenvolvimento folicular antral, destacando-se as gonadotrofinas (FSH e
LH) e os horménios esterdides ovarianos (estradiol e progesterona). Entretanto, varios
estudos sustentam a participagcao de fatores ovarianos paracrinos nos mecanismos de
controle, inclusive na mediagdo e modulagdo da agcédo das gonadotrofinas (FORTUNE,
1994; GONG et al., 1996; MONNIAUX et al., 1997a; WEBB et al., 2003). Uma elevagao
das concentragbes plasmaticas de FSH constitui o estimulo necessario para o
recrutamento folicular (ADAMS et al., 1992; FORTUNE, 1994). O numero de foliculos
selecionados dentre os recrutados para dar continuidade ao desenvolvimento folicular
rumo a ovulacgao, varia conforme o numero de ovulagdes por ciclo estral caracteristico
de cada espécie. Através da secrecio de estradiol e inibina, o foliculo dominante causa
reducao dos niveis circulantes de FSH, que se tornam insuficientes para a manutengao
do crescimento dos foliculos subordinados (GINTHER et al., 1996). Acredita-se que a
refratariedade do foliculo dominante aos niveis decrescentes de FSH se deve, ao
menos em parte, a aquisicao de receptores para o LH, gonadotrofina responsavel pelo
desenvolvimento e maturacéao folicular terminal (GINTHER et al., 1996). Finalmente, se
a regresséo luteal ocorre ainda durante a fase de crescimento do foliculo dominante, a
queda dos niveis de progesterona permite 0 aumento da frequéncia dos pulsos de LH,
culminando no pico de LH necessario a ovulagcdo e a maturacido oocitaria com
retomada da meiose, a qual havia sido interrompida no inicio do desenvolvimento

folicular. Caso contrario, o foliculo dominante regride e deixa de inibir a secregao de



FSH, possibilitando a emergéncia de uma nova onda folicular (MONNIAUX et al.,
1997ab).

A producdo de estrogeno e o crescimento dos foliculos dependem da acédo
coordenada do FSH e LH em seus receptores. O modelo de duas células/dois
horménios (FORTUNE & QUIRK, 1988) sugere que CG e células da teca (CT) estéo
envolvidas na producdo do estradiol através da interacdo do FSH com seus receptores
(FSHr) presentes nas CG e do LH com seus receptores (LHr) presentes nas CT. O
inicio da esteroidogénese se da pela conversao do colesterol, o qual foi anteriormente
transportado para dentro das mitocondrias pela enzima STAR (steroidogenic acute
regulatory protein), em pregnenolona através de enzima citocromo P450 colesterol scc
(“side chain clivage”) nas células da teca (FORTUNE, 1986; CONLEY & BIRD, 1997).
Posterior e majoritariamente em ruminantes (via delta 5 da esteroidogénese), a
pregnenolona é primeiramente convertida em 17-OH pregnenolona (pela 17a
didroxilase, P450 c17), posteriormente em diidroepiandrosterona (DHEA) pela
citocromo P450 17c17 delta5 liase nas CT, que, por sua vez, € convertida em
androstenediona pela 3[B-hidroxiesterdide desidrogenase (3B-HSD). Finalmente, a
androstenediona pode seguir dois caminhos: ou ser convertida em testosterona pela
17B-hidroxiesteroide desidrogenase e essa por sua vez aromatizada em estradiol nas
células da granulosa pela enzima aromatase (P450 arom) ou a androstenediona ser
convertida em estrona pela P450 aromatase e depois em estradiol pela 17 f
hidroxiesterdide desidrogenase (CONLEY & BIRD, 1997).

Um aumento na frequéncia dos pulsos de LH constitui o estimulo necessario para
que as células da teca fornegam androgenos para as células da granulosa, como

substrato para aromatizagdo dos androgenos e produgao de estradiol. Ja as CG, s&o



influenciadas pelo FSH, através de seu receptor, aumentando a atividade da
aromatase, enzima responsavel pela conversdo de andrégenos em 17(3-estradiol
(RICHARDS et al., 1987). No momento da divergéncia ou desvio, o foliculo dominante
tem concentracdes intrafoliculares de estradiol maiores que os subordinados, o que
condiz com a menor atividade estrogénica de foliculos subordinados em relagado aos
dominantes em estudos in vitro. Apds a selecdo, ocorre aumento da expressédo génica
para receptores de gonadotrofinas e enzimas esteroidogénicas no foliculo dominante
(FORTUNE et al., 2001). Merece destaque nesse contexto a participagdo do IGF-1, o
qual além de estimular a proliferacdo mitotica das células da granulosa, aumenta a

producéo de esteroides por essas células, induzida pelo FSH (SPICER et al., 1993).

1.3. O sistema FGF

Os FGF compdem uma familia de pelo menos 25 membros (FGF 1-25); (KATOH
& KATOH, 2005), tendo sido apenas 23 membros descritos em mamiferos (ITOH &
ORNITZ, 2004). Tais fatores apresentam padrdes temporais e espaciais de expresséo
especificos e estdo envolvidos no desenvolvimento embrionario, angiogénese,
cicatrizagdo e oncogénese (BASILICO et al., 1992). Aléem da habilidade de estimular a
proliferacdo de uma grande variedade de células, os FGF apresentam potentes
atividades neurotrodficas e angiogénicas. Essas moléculas estdo expressas em estagios
iniciais e tardios do desenvolvimento e também em tecidos adultos, o que indica que
elas desempenham papel importante como fatores de crescimento e diferenciagao

durante toda a vida (IGARASHI et al., 1998).



Os eventos celulares mediados pelos FGFs acontecem via ativagdo de sete
principais receptores, FGFR-1 a FGFR-4, que se localizam na membrana plasmatica e
tém atividade intracelular tirosina quinase. Estruturalmente esses receptores sé&o
caracterizados por uma porgao extracelular, um dominio transmembrana e um dominio
intracelular responsavel pela ativacdo e fosforilagdo de tirosinas, quando estimulados
por FGFs. A porcao extracelular por sua vez esta dividida em trés dominios
semelhantes a imunoglobulina (dominios Ig-like); D1, D2 e D3, que sao responsaveis
pela interacdo e especificidade com os FGFs. E no dominio D3, que “splicing”
alternativo dos genes FGFR1, 2 e 3 geram isoformas funcionais dos tipos b e ¢

(FGFRIIIb e FGFRIllc); Figura 1; revisado por Eswarakumar et al., 2005).
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Figura 1. Estrutura dos FGFRs e “splicing” alternativo no dominio extracelular D3
gerando as isoformas b e c dos receptores FGFR1, 2 e 3. (dominio PTK = dominio
intracelular tirosina quinase; TM = porgao transmembrana). Adaptado de Eswarakumar

et al., 2005.



A interacao ligante-receptor é coordenada pela conjugagao desse complexo com
heparina ou proteoglicanos (heparan sulfato), conferindo maior estabilidade a ligagéo e
dimerizagdo dos FGFRs. A sinalizagdo intracelular desse complexo (FGF-FGFR-
Heparina) € mediada através do recrutamento de uma familia de proteinas
sinalizadoras, conhecidas como FRS2, até os locais de ligagdo com as tirosinas
fosforiladas. Apos essa ligagao, complexos do tipo Grb2 sdo responsaveis pela ativagao

da via intracelular, Ras/Raf/ MAP quinase (ESWARAKUMAR et al., 2005; Figura 2).

Além dos quatro tipos de receptores com dominio tirosina quinase, também
merece mengao o FGFR5 (também conhecido como FGFRL1, WIEDEMANN & TRUEB,
2000). Diferentemente dos outros FGFR, esse receptor n&do apresenta o dominio
tirosina quinase (WIEDEMANN & TRUEB, 2001), possuindo ao invés deste, um curto
dominio rico em cisteina. A presenca deste dominio diferenciado aliada a dados da
atividade inibitoria deste receptor sobre o crescimento cartilaginoso (TRUEB et al.,
2003), sugere fungao de receptor armadilha, provavelmente sequestrando e modulando

a sinalizagdo de FGFs (TRUEB & TAESCHLER, 2006).
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Figura 2. Cascata intracelular da ativagdo de FGFRs por FGFs em destaque na caixa

preta. Adaptado de ESWARAKUMAR et al., 2005.

A foliculogénese esta incluida dentre os processos fisiologicos nos quais participam
os FGF e seus receptores, sendo o FGF2, também conhecido como fator de
crescimento fibroblastico basico (bFGF), o membro da familia melhor estudado nesse
contexto. No ovario bovino, 0 mRNA do FGF2 foi predominantemente localizado nas
células da teca de foliculos antrais (KOOS & OLSON, 1989; STIRLING et al., 1991;
VAN WEZEL et al., 1995; BERISHA et al., 2000). No que se refere a interagcédo entre as
células da granulosa e células da teca, o FGF2 em inibir a esteroidogénese, promover a
proliferacdo celular e prevenir a apoptose nas células da granulosa
(GOSPODAROWICZ & BIALECKI 1979; BAIRD & HSUEH 1986; YAMOTO et al.,1993;
LAVRANOS et al., 1994; VERNON & SPICER 1994; CAO et al., 2006). O FGF2 tem
sido considerado inibidor da secrecdo de estradiol em favor da secregcao de
progesterona e potente fator angiogénico (BAIRD & HSUEH, 1986). Além disso, o
aumento de sua expressao na fase final do crescimento do foliculo pré-ovulatério,
sugere que suas agdes devem ser mais importantes no desenvolvimento luteal do que

no desenvolvimento folicular (BERISHA et al., 2004).

Outro membro desta familia ja estudado em foliculos ovarianos é o FGFS,
primeiramente descrito como um fator sinalizador crucial para o desenvolvimento
embrionario e oncogénese (TANAKA et al., 1992; CROSSLEY & MARTIN, 1995), que

ativa preferencialmente o FGFR-4 e o subtipo ‘c’ do FGFR-3 (ORNITZ et al., 1996). A



expressao génica do FGF8 foi detectada em odcitos, CG e CT de foliculos antrais
bovinos (BURATINI et al., 2005). Em relagdo aos seus receptores, destaca-se a
expressao do FGFR-3C em CT e CG, e do FGFR-4 em CT de foliculos antrais bovinos.
A expressdo do FGFR-3C mostrou-se aumentada em CG de foliculos grandes e
estrogénicos, enquanto que a expressdao do FGFR-4 mostrou-se maior em foliculos
antrais pequenos, o que sugere que esses receptores mediam agdes especificas em
tipos celulares distintos no controle de fases avangadas ou iniciais do desenvolvimento

folicular antral (BURATINI et al., 2005).

Ainda pertencente a subfamilia do FGF-8, outros dois membros, o FGF17 e
FGF18, recentemente tiveram sua expressao e fungdo investigada durante o
desenvolvimento folicular antral na espécie bovina. O mRNA do FGF17 foi
majoritariamente detectado em 6ocitos de foliculos antrais e em menor grau nas CG e
CT. A abundancia do mRNA para o FGF17 foi menor em CG e CT de foliculos
saudaveis do que em foliculos atrésicos. Além disso, a adigdo de FSH ou analogo de
IGF-1 no sistema de cultura de CG diminuiu a expressao génica de FGF17, e o
tratamento com o FGF17 diminuiu a secregao de estradiol e progesterona. Esses dados
sugerem o envolvimento do FGF17 no controle da diferenciagdo das células da

granulosa rumo a atresia (MACHADO et al., 2009).

Ja o mRNA do FGF18 foi detectado predominantemente nas células da teca e,
contrariamente ao observado em roedores, 0 mMRNA do FGF18 n&o foi detectado em
oocitos bovinos. A adigdo do FGF18 em cultivo de células da granulosa inibiu a
secrecdo de estradiol e progesterona, bem como a expressdo do mRNA das enzimas

esteroidogénicas (aromatase, 173-HSD, P450 scc, 33-HSD e STAR) e do receptor de



FSH. Além disso, o FGF18 induziu morte celular e alterou a expressdo de genes
reguladores do ciclo celular, sugerindo seu envolvimento na indugao da atresia folicular

(PORTELA et al., 2010).

1.4.Subfamilia do FGF7

Analises filogenéticas em ratos demonstraram a existéncia de sete subfamilias de
FGFs: subfamilias do FGF1, FGF4, FGF7, FGF8, FGF9, iFGF (fatores de crescimento
fibroblastico intracelular) e hFGF (fatores de crescimento homélogos aos FGFs), (ITOH
& ORNITZ, 2008). Em relacdo a subfamilia do FGF7, existem discordéncias sobre quais
membros a constituem. Porém, segundo ITOH & ORNITZ, 2008, esta subfamilia &
composta por 4 membros (FGFs 3, 7, 10 e 22), que interagem com dois principais
receptores, o FGFR-2B e o FGFR-1B (ITOH & ORNITZ, 2004). Membros dessa
subfamilia ja foram detectados em foliculos antrais bovinos. O FGF7, também
conhecido como KGF-| (fator de crescimento dos queratindcitos 1), mostrou-se
constantemente expresso em CT de foliculos antrais bovinos e capaz de inibir a
atividade da aromatase e estimular a proliferagdo de CG (PARROTT et al., 1994;

PARROTT & SKINNER, 1998 ab; BERISHA et al., 2004, BURATINI et al., 2007).

1.5. FGF10
O FGF10, também conhecido como KGF-II (fator de crescimento dos
queratindcitos 1), € uma proteina de aproximadamente 26 Kda, originalmente isolada
do mesénquima pulmonar de ratos e identificada como essencial para a regulagao de

eventos morfogénicos. Sendo assim, acredita-se que o FGF10 desempenha papel



importante na organogénese, especialmente no pulméo (IGARASHI et al., 1998), o que
pode ser confirmado pela auséncia completa de pulmdées em camundongos “knock out”
para o FGF10 (MIN et al., 1998; SEKINE et al., 1999). Atribuiu-se ao FGF10, a fungéo
de potente fator quimiotatico para as porgdes distais do pulmdo, agindo como
direcionador do crescimento celular (MIN et al., 1998; SEKINE et al., 1999). Além disso,
o FGF10 também ja foi relatado como mediador paracrino dependente de androgenos
no tecido prostatico (LU et al., 1999).

O FGF10 é bastante semelhante ao FGF7, tanto no que se refere a estrutura e
sequéncia do gene, quanto as propriedades funcionais. Ambos apresentam alta
afinidade pelo FGFR-2B, o qual é altamente expresso no epitélio pulmonar de embrides
nos estagios inicias de desenvolvimento (PETER et al., 1992; IGARASHI et al., 1998,
OHUCHI et al., 2000). Esta similaridade sugere que o FGF7 e o FGF10 atuam de forma
sinérgica (IGARASHI et al., 1998). Contudo, o FGF10 ndo atua somente via ativagao de
FGFR-2B, mas também por intermédio do FGFR-1B, que se mostrou capaz de ativar a
via da MAP quinase em explantes de pele e cérebro de ratos apds tratamento com
FGF10 (BEER et al., 2000).

No que se refere a participagdo do FGF10 no controle da fisiologia reprodutiva,
destaca-se inicialmente a detecgdo da expressao génica do FGF10, juntamente com a
do FGF7, no utero neonatal ovino. Acredita-se que ambos participem da regulagéo da
morfogénese endometrial, onde o FGF10 atuaria como fator quimiotatico direcionador
do crescimento e ramificagdo glandular, e o FGF7 estimularia a proliferagado de células

epiteliais (TAYLOR et al., 2001).



Recentemente, a expressdo do mRNA do FGF10 foi detectada em od6citos e CT
de foliculos antrais bovinos (BURATINI et al., 2007), bem como no corpo luteo bovino
(CASTILHO et al., 2008). Como as CG expressam receptores para o FGF10 (FGFR-2B;
BERISHA et al., 2004), sugere-se o envolvimento do FGF10 na sinalizagdo paracrina
oriunda do odcito e CT alvejando as CG (BURATINI et al., 2007). Os niveis de mRNA
do FGF10 diminuiram com as concentracdes intrafoliculares de estradiol em CT,
indicando que ele é regulado ao longo do desenvolvimento (BURATINI et al., 2007).
Isto, combinado a observacao de que o FSH estimula a expressado do FGFR-2B em CG
(BURATINI et al., 2007), sugere que o FGF10 de origem tecal regula as CG murais de
foliculos antrais recém-recrutados.

Além disso, dados funcionais demonstraram efeito supressor do FGF10 sobre a
esteroidogénese nas CG (BURATINI et al., 2007), indicando que ele atua como
modulador da diferenciagdo das CG e que sua expressao deve ser atenuada para a
continuidade do crescimento folicular apds o recrutamento.

1.6. FGF22

Este membro da subfamilia do FGF7 teve sua expressao inicialmente detectada
na placenta humana e pele de ratos, a partir de onde o gene foi clonado e sua estrutura
e sequéncia descritas. Além disso, baixos niveis de FGF22 também foram encontrados
no tecido cerebral de ratos (NAKATAKE et al., 2001). O FGF22 foi classificado como
membro da subfamilia do FGF7 devido a similaridade quanto a estrutura protéica em
relagdo aos demais membros dessa subfamilia. Estudos de atividade mitogénica
demonstraram que o FGF22 ativa o FGFR-2B, bem como o FGFR-1B, de modo

semelhante ao encontrado para o FGF10 (ZHANG et al., 2006). Muito pouco se sabe



sobre a participacdo deste FGF em processos celulares. Sabe-se apenas que sua
expressao encontra-se aumentada na pele em estagios iniciais do processo de reparo
tecidual (BEYER et al., 2003). Até a realizagcdo do presente trabalho, ndo havia

informacgdes disponiveis sobre a expressao do FGF22 no ovario bovino.



Capitulo Il

Expressao do fator de crescimento
fibroblastico 22 (FGF22) e do receptor,
FGFR1B, durante o desenvolvimento
folicular antral em bovinos.

RESUMO
O FGF3, FGF7, FGF10 e FGF22 siao membros da subfamilia do FGF7 e atua via

FGFR2B e FGFR1B. Em foliculos antrais bovinos, o FGF10 foi detectado em odcitos e



células da teca, os niveis de mRNA foram negativamente correlacionadas com as
concentragdes intrafoliculares de estradiol. O FGF7 também foi expresso nas células da
teca e assim como o FGF10, inibiu a producdo de estradiol em células da granulosa
(CG). O primeiro objetivo do presente trabalho foi determinar os padrdes espaciais e
temporais da expressédo do FGF22 e do FGFR1B em antrais bovinos. Como a
expressado do FGFR1B foi alterada pelo status nas células da granulosa, nés decidimos
entdo usar o sistema de cultivo para acessar a regulagdo da expressao génica pelo
FSH e IGF-1, Foliculos antrais maiores do que 5mm de didametro foram dissecados de
ovarios bovinos provenientes de abatedouro, CG e células da teca (CT) foram
separadas e o RNA total extraido. As concentragdes de estradiol e progesterona no
fluido folicular foram mensuradas por RIE e os foliculos foram agrupados de acordo
com a razdo E2:P4 de <0,01 (atrésicos, n=15), 0,01-1 (transicional, n=15) e >1
(saudavel, n=15). Complexos cumulus-oécito (COCs) foram aspirados de foliculos
morfologicamente sauvaveis e agrupados pelo didmetro folicular (1-3; 3,1-6; 6,1-8 e
>8mm, n=4), os oocitos e células do cumulus foram separados e o RNA total extraido
de cada tipo celular de 20 COCs. Para testar os efeitos do FSH e do IGF-1 sobre a
expressdo do mRNa do FGFR1B, células da granulosa de foliculos pequenos (2-5mm)
foram cultivadas em meio livre de soro com FSH (0; 0,05; 0,1; 0,5 e 1ng/ml) ou analogo
de IGF-1 (0; 5; 10; 50 e 100 ng/ml). A expressdo do mRNA do FGF22 e do FGFR1B foi
acessada por RT-PCR em tempo real usando oligonucleotideos iniciadores bovino-
especifico e o GAPDH, ciclofilina e histona H2A como controles endégenos. A presenca
das proteinas FGF22 e FGFR1 foi acessada por imunohistoquimica. O mRNA do
FGFR1B foi detectado em CT, CG, células do cumulus, mas n&o em oocitos. O mRNA

do FGF22 foi detectado em CT, células do cumulus, inconsistente em CG, e ausente



em oocito. As proteinas FGF22 e FGFR1 foram detectadas em CT e CG. Para ambos
genes, a abundancia de mRNA foi maior em CT de foliculos transicionais quando
comparados com foliculos saudaveis (P<0,05) e ndo variou com o tamanho do foliculo
nas células do cumulus. Nas CG, o IGF-1 inibiu a expressdo do mRNA do FGFR1B
(p<0,05). A expresséo intensificada em foliculos transicionais sugere um papel para o
FGF22 no controle da atresia folicular. A atenuacdo da influéncia do FGF22 em
foliculos saudaveis via inibicado dos receptores de FGFs parece ser uma importante
acgao proé-sobrevivéncia do IGF-1.

Palavras-chaves: FGF22, FGFR1B, foliculos antral, bovino.

ABSTRACT
FGF3, FGF7, FGF10 and FGF22 are member of the FGF7 subfamily and acts via
FGFR2B and FGFR1B. In bovine antral follicles, FGF-10 was detected in oocytes and

theca cells, MRNA levels were negatively correlated with intrafollicular concentrations of



estradiol. FGF7 was also expressed in theca cells and like as FGF10, inhibited estradiol
production from granulosa cells (GC). The first aim of this study was to determine the
spatial and temporal patterns of FGF22 and FGFR1B expression in bovine antral
follicles. As FGFR1B expression was altered by follicle status in granulosa cells, we then
used culture studies to assess regulation of gene expression by FSH and IGF-1. Antral
follicles greater than 5mm in diameter were dissected from abattoir ovaries, GC and
theca cells (TC) separated and total RNA extracted. Estradiol and progesterone
concentrations of the follicular fluid were measured by RIA and follicles were grouped
according to E;:P4 ratios of <0,01 (atretic, n=15), 0,01-1 (transitional, n=15) and >1
(healthy, n=15). Cumulus-oocyte complexes (COCs) were aspirated from
morphologically healthy follicles grouped by size (1 to 3, 3.1 to 6, 6.1 to 8 and >8mm;
n=4); oocytes and cumulus cells were separated and total RNA extracted from pools of
each cell type obtained from 20 COCs. To test the effects of FSH and IGF1 on FGFR1B
MRNA expression, granulosa cells GC from small follicles (2-5 mm) were cultured in
serum-free medium with either FSH (0, 0.05, 0.1, 0.5 or 1 ng/ml) or IGF-1 analog (0, 5,
10, 50 or 100ng/ml). Expression of FGF22 and FGFR1B mRNA was assessed by real
time RT-PCR using bovine-specific primers and GAPDH, cyclophilin and histone H2A as
endogenous controls. Presence of FGF22 and FGFR1 proteins was assessed by
immunohistochemistry. FGFR1B mRNA was detected in TC, GC, cumulus cells, but not
in oocytes. FGF22 mRNA was detected in theca cells, cumulus cells, inconsistent in GC
and was absent in oocytes. FGF22 and FGFR1 proteins were detected in TC and GC.
For both target genes, mRNA abundance was higher in TC from transitional follicles
compared with healthy follicles (P< 0.05), and did not vary with follicle size in cumulus

cells. In GC, IGF-1 inhibited FGFR1B mRNA expression (P<0.05). The enhanced



expression in transitional follicles suggests a role for FGF22 in the control of follicle
atresia. The attenuation of FGF22 influence on healthy follicles via the inhibition of FGF
receptors appears to be an important pro-survival action of IGF-1.

Keywords: FGF22, FGFR1B, antral follicle, bovine.

1. OBJETIVOS

Os objetivos do presente trabalho foram:



=>» Localizar a expressdo do FGF22 e do receptor FGFR1B em foliculos antrais
bovinos;

=> Investigar o padrédo temporal de expressdo dos mRNA do FGF22 e do FGFR1B
durante a foliculogénese antral bovina;

= Testar os efeitos do FSH e IGF-1 sobre a expressdo do mRNA do FGF22 e do

FGFR1B em células da granulosa bovinas.

2. HIPOTESES

= O FGF22 e 0 FGFR1B estao presentes em foliculos antrais bovinos.

= A expressdo dos mRNA do FGF22 e do FGFR1B ¢ regulada ao longo do
desenvolvimento folicular.

=> A expressdao do mRNA do FGF22 e do FGFR1B é regulada pelo FSH e pelo IGF-

1 em células da granulosa bovinas cultivadas.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencao de células da teca e células da granulosa

Amostras de RNA total de CT e CG foram recuperadas separadamente de foliculos
antrais individualizados. Para tanto, ovarios bovinos foram coletados em matadouro e
transportados em solugéo fisioldgica gelada (cerca de 5° C) até o laboratério, onde
foliculos antrais com diametros iguais ou superiores a 5 mm foram dissecados. O fluido
folicular foi reservado e mantido a -80°C até a determinagdo das concentragdes de

estradiol e progesterona por radioimunoensaio (RIE). As células da granulosa foram



isoladas por centrifugacao do fluido folicular (1.200g por 1min) e lavagem da cavidade
folicular por “flushing”. Em seguida, a solugédo contendo as células foi centrifugada a fim
de concentrar as células e possibilitar a remog¢ao da solugao fisiologica. O “pellet” de
células resultante foi imerso em 1 ml de Trizol (Invitrogen Life Technologies®), triturado
em homogeneizador de tecidos (Polytron UltraTurrax T-25) e mantido em freezer -80
até a extragcdo do RNA total. Apds a remocgao das CG, a camada de CT foi destacada
da face interna da parede folicular com o auxilio de pingas oftalmicas e lavada em
solugao fisioldgica estéril mediante aspiragdes e ejegdes sucessivas com seringa de
1ml, a fim de eliminar CG remanescentes. Em seguida, a camada da teca também foi
imersa em 1ml de solugdo Trizol e seguiu 0 mesmo protocolo acima citado para as CG.
A concentragdo do RNA total recuperado foi mensurada por espectrofotometria (ND-

2000, Nanodrop®).

Para investigar a regulagéo da expressao dos mRNA do FGF22 e do FGFR1B ao
longo do desenvolvimento folicular, os foliculos obtidos foram agrupados segundo o
“status” folicular conforme as razdes entre as concentragdes intra-foliculares de
estradiol e progesterona [E:P; saudaveis: >1, transicionais: 0,01-1, atrésicos: <0,01
(GRIMES &IRELAND, 1986; IRELAND et al., 1994)]. As médias das concentragdes de

esterdides no fluido folicular e o didmetro folicular de cada classe folicular estao

representa
dos na
Saudaveis (n=15) Transicionais (n=15)
tabela 1.
Estradiol (ng/ml) 1849+76,1* 14,5+ 2,6 **
Progesterona (ng/mil) 40,8+ 6,9 51,8+ 15,6
Diametro (mm) 9,3x0,2 9,7+0,5 Simbolos

Intervalo de didmetro (mm) 8-11 7.5-15




diferentes na mesma linha significam diferenca estatistica.

Tabela 1. Média (£ EPM) das concentragdes intrafoliculares de estradiol e progesterona

e didmetros foliculares dos foliculos classificados como saudaveis e transicionais.

Uma vez que a expressao dos genes endogenos ndo se mostrou estavel entre a
classe de foliculos atrésicos e as demais nas células da granulosa, somente os foliculos

transicionais e saudaveis foram utilizados nas analises de expressao génica (tabela 2).

Média de cts do genes enddgenos

Genes Classes foliculares Médiade cts
Saudavel 20,1
Transicional 22,5
GAPDH (CG) Atrésico 25,5
Saudavel 19,3
Transicional 20,4
Ciclofilina (CT) Atrésico 21,4

Tabela 2. Médias dos cts (ciclo threshold) dos genes enddgenos, GAPDH e ciclofilina,

nas células da teca e da granulosa nas diferentes classes foliculares.

Antes da investigacdo da expressdo do FGF22 e do FGFR1B por PCR, as
amostras de RNA de células da teca e da granulosa foram submetidas ao teste de

contaminagao cruzada pela avaliagado da expresséo da enzima 17a-hidroxilase (CYP17)



nas CG e P450 aromatase (CYP19) nas CT, conforme descrito por BURATINI et al.,

(2005).

3.2. Obtencao dos “pools” de odcitos e células do cumulus

Complexos cumulus-oocito (COC) foram obtidos por aspiragdo de foliculos
antrais de ovarios bovinos provenientes de matadouro em colaboragdo com Ester
Siqueira Caixeta e a Profa. Dra. Margot Alves Nunes Dode (Embrapa, Cenargen,
Brasilia). Foram utilizados apenas foliculos saudaveis conforme os critérios: (1)
presencga de extensa e fina vascularizagado da parede folicular e (2) aparéncia brilhante
e translucida. Apds a ruptura folicular, a presenca de CG com aparéncia regular e
saudavel foi visualizada em estereomicroscopio. Posteriormente, os COCs foram
removidos e somente oocitos com citoplasma granulado homogéneo com pelo menos 3
camadas de células do cumulus foram usados neste experimento. De 4 a 5 “pools” de
oocitos e suas correspondentes células do cumulus (obtidas por desnudamento
mecanico) foram obtidos a partir de 20 foliculos agrupados conforme o didmetro: 1,0 -
3,;3,1-6;6,1—8; =28mm. As amostras contendo 20 odcitos ou as células do cumulus
correspondentes foram submetidas ao protocolo RNAasy (Qiagen, Mississauga, ON,

Canada) de extragao de RNA total.

Em decorréncia da baixa concentragcdo de RNA dos “pools” de odcitos, somente
o RNA total de células do cumulus foi passivel de mensuragcao por espectrofotometria

(ND-2000, Nanodrop®).



3.3. Cultivo de células da granulosa com FSH ou IGF-1
Em virtude do mRNA do FGFR1B ter sido detectado em CG, a regulagdo da
expressao génica pelo FSH e IGF-1 foi investigada utilizando-se o sistema de cultivo de
CG disponivel no laboratério do colaborador Prof. Dr. Christopher A. Price na

Universidade de Montreal.

O cultivo das CG foi realizado segundo WEBB et al., (1997), e adaptado por
SILVA & PRICE, (2000). Foliculos £ 5 mm de didmetro foram dissecados dos ovarios, e
as CG recuperadas por “flushing”, lavadas duas vezes por centrifugagdo durante 20
minutos cada, e suspensas em meio DMEN/F12 (Gibco®) com Hepes (20nM),
bicarbonato de sodio (10nM), selenito de sodio (4 ng/ml), BSA (0.1%; Sigma-Aldrich),
penicillina (100 IU/ml), estreptomicina (100 ug/ml), transferrina (2,5 ug/ml), aminoacidos
nao-essenciais (1.1 mM), androstenediona (107 M —no inicio da cultura e 10° M a cada
passagem) e insulina (10 ng/ml). A esse cultivo foi adicionado FSH (AFP-5332B,
NIDDK, Bethesda, MD, USA; doses de 0; 0,05; 0,1; 0,5 e 1ng/ml); ou analogo de IGF-1
(LR3, Sigma-Aldrich; doses de 0; 5; 10, 50 e 100 ng/ml). O cultivo foi mantido a 37°C
em 5% CO2 por 6 dias, com troca de 70% do meio a cada 2 dias. Para cada dose
analisada em cultivo, foram realizadas trés replicatas (n=3) para analise da expressao
dos genes alvos. Posteriormente, as células foram centrifugadas e ao pellet obtido foi
adicionado 1ml de Trizol (Invitrogen®). As células foram trituradas em homogenizador
de tecidos (Polytron UltraTurrax T-25) e armazenadas em freezer — 80°C até a extragéo

de RNA.

3.4. Protocolos para investigagao da expressao de mRNA e proteina



3.4.1. Extracao de RNA (Protocolo Trizol - Invitrogen®) e reagao de
transcricdo reversa (Protocolo Superscript lll - Invitrogen ® e Ominiscrpt -
Qiagen®)

A extracdo de RNA foi realizada segundo o protocolo Trizol (Invitrogen®) para as
CG e CT ou RNeasy (Qiagen), no caso dos oocitos ou células do cumulus,. Ao final da
extragdo, as amostras de RNA total foram solubilizadas em agua destilada e
autoclavada. As concentragcdes das amostras de RNA total foram mensuradas por
espectrofotometria (ND-2000, Nanodrop®), com excec¢ao dos “pools” de odcitos.

A fim de evitar que uma eventual contaminagao por DNA gendémico interferisse nos
resultados, todas as amostras de RNA total foram tratadas com DNAse antes de serem
submetidas ao RT-PCR. Conforme as instrugdes do protocolo DNAse | — Amplification
Grade (Invitrogen®), o volume da solugdo de RNA total tratado com DNAse foi calculado
a fim de conter 1ug de RNA total (para CT e CG), 0,45 ug das células do cumulus ou
8ul do RNA total de odcitos. A este volume, foi adicionado 1ul de tampao DNAse, 1ul de
DNAse | (1unidade/pl) e agua “RNAse free” suficiente para completar 10ul. Essa
solugdo permaneceu a temperatura ambiente durante 15 minutos e, em seguida, foi
acrescida de 1pl de EDTA (25 mM) e incubada a 65°C por 10 minutos para inativagéo
da enzima. Apos esse procedimento, as amostras foram armazenadas em gelo até

serem submetidas a reagao de transcrigao reversa.
Para a reacao de transcrigao reversa (RT), foram utilizados os seguintes “kits”:

= Para as CG, CT, células do cumulus e odcitos: SuperScript Il (Invitrogen®), cujo

protocolo inicia-se pela adicdo em tubo estéril de 8ul da solucdo de RNA total tratada



com DNAse, 1ul de oligonucleotideo iniciador Oligo dt (500ug/ml), 1ul de dNTP Mix
(10nM) e 3 ul de agua estéril. Essa solugéo foi incubada a 65° C por 5 minutos e, em
seguida, sofreu uma segunda incubagdo em gelo por 1,5 minuto. Apds essas etapas,
foram adicionados a solugéo 4pul de tampao “First Strand” 5X, 1yl de DTT (0,1M) e 1yl
de “RNAseOUT Inhibitor” (40unidades/ul). Na sequéncia, foi acrescido 1ul (200 U) de
SuperScript Il (transcriptase reversa) e iniciou-se a incubagédo, primeiramente a 50° C
por 50 minutos, depois a 70° C por 15 minutos e, finalmente, em gelo por 2 minutos. As

amostras foram mantidas a -20° C para utilizagdo no PCR.

=>» Para as células da granulosa cultivadas: Omniscript (Qiagen) cujo protocolo
constitui-se apos tratamento com DNAse, pela adicdo de 1pl de oligonucleotideo
iniciador Oligo dt (500pg/ml), 1yl de dNTP Mix (10nM), 2ul de tampao “First Strand”
(10X,), 1ul de “RNAse OUT Inhibitor” (40unidades/pl), 1yl de Omniscript (4unidades/ul;
Qiagen) com posterior incubagao a 37°C por 1 hora. As amostras foram mantidas a -20°

C para utilizagdo no PCR.

3.4.2. Investigacao da expressao génica por PCR em tempo real
A expressdo dos genes alvo de cada um dos experimentos propostos foi
investigada por ensaio de PCR em tempo real a partir do mRNA proveniente de:
v'CT, CG, células do cumulus e odcitos de foliculos antrais: expressdo dos mRNA
do FGF22 e FGFR1B;

v'CG cultivadas com FSH ou IGF-1: expressao do mRNA do FGFR1B e FGF22.



Para a amplificacdo dos genes alvos foi utilizado o sistema Power Sybr®Green
PCR Master Mix (Applied Biosystem) no ABI Prisma 7500 Sequence Detection System
(Applied Biosystem), juntamente com os oligonucleotideos iniciadores bovino-

especificos correspondentes (tabela 3).

Gene Sequéncia Temp. de Anelamento (°%) [ ] Oligo
GAPDH S§5'GGC GTG AAC CAC GAG AAG TAT AA 3" 62 150 nM
A5'CCC TCC ACGATG CCAAAG T3' Tabe
Ciclofilina §5'GCC ATG GAG CGC TTT GG 3' 60 300 nM
A5' CCACAG TCA GCA ATG GTG ATC T 3'
la 3.
Histona H2a S$5' GAG GAG CTG AAC AAG CTG TTG 3' 60 300 nM
A5' TTG TGG TGG CTC TCA GTC TTC 3'
Seq
FGF22 §5' GAC TCT ATG GGT CGC GGT TCT 3' 59 300 nM
A5'GTT GTAGCC GTT CTC CTC GAT T 3'
FGFR1B §5' ACG TCC TGG TGA CGC AGG 3' 60 300 nM uenc
A5'CCG GTG CCATCCATT TGA 3'
1a

dos oligonucleotideos iniciadores (S: oligonucleotideo iniciador “sense” A:

oligonucleotideo iniciador “antisense”).

3.4.3. Anadlise dos dados de PCR em tempo real

A analise dos dados foi feita pela estimativa da eficiéncia de amplificacdo de
cada amostra utilizando o software “LinRegPCR” (RAMAKERS et al., 2003) que
considera a eficiéncia com base na curva de amplificacdo individual de cada tubo. No
minimo 4 pontos de cada curva de amplificacdo na fase exponencial foram delimitados

e a média desses valores determinou o Threshold para cada gene. A eficiéncia de cada



gene foi calculada pela média das eficiéncias individuais de cada tubo para cada tipo

celular analisado (tabela 4).

Eficiénciados genes alvos

Genes Tipo Celular Eficiéncia (%)
CT 89%
CG 95%
Cumulus 96%
CG cultivada com FSH 96%
FGF22 CG cultivada com IGF-1 87%
CT 88%
CG 82%
Cumulus 92%
CG cultivada com FSH 87%
FGFRIB CGcultivada comIGF-1 89%

Tabela 4. Eficiéncias médias da amplificacdo dos genes alvo nos diferentes tipos

celulares analisados.

Diferencas na taxa de expressédo dos genes foram normalizadas pela frequéncia
de expresséo daquele que foi considerado o melhor controle endégeno para cada tipo
celular (GAPDH, Histona H2A ou Ciclofilina A). Para selecionar o gene endogeno
mais estavel para cada tipo celular, os trés genes supracitados tiveram seu padrao de
expressdo comparados usando o software gNorm para Microsoft Excel

(medgen.ungent.be/genorm; RAMAKERS et al., 2003). Para as células da granulosa



murais, o GAPDH mostrou-se como o melhor gene enddgeno, enquanto que a
ciclofilina A foi indicada, como melhor gene enddgeno para as CT e células do cumulus

e a histona H2A para as células da granulosa cultivadas com FSH ou IGF-1.

A expressao relativa dos genes analisados foi determinada pelo método de Pfaffl

(PFAFFL, 2001, figura 1).

ACP

alvo)

alvo (CONtrole — amostra)

(E
Razao =

ACP
(E ref)

rof (CONtrole — amostra)

Figura 1. - Modelo matematico para calculo da expressao relativa derivada de dados obtidos por PCR em
tempo real. A razdo de um gene alvo € expressa em relagdo ao gene constitutivo e normalizada em
relagdo a amostra controle. E,\, € a eficiéncia do transcrito do gene alvo; E.s € a eficiéncia do transcrito
gene referéncia; ACP,,, € desvio de CP do controle — amostra do gene alvo transcrito; ACP, € desvio de

CP do controle — amostra do gene referéncia transcrito.

3.4.4. Imunohistoquimica

A expressdo protéica do FGF22 e do FGFR1 foi investigada por
imunohistoquimica utilizando a infra-estrutura ja disponivel no Departamento de
Patologia (FMVZ, UNESP-Botucatu). Os ovarios bovinos provenientes de abatedouro
foram bipartidos e fixados em paraformaldeido 10% tamponado por 24 horas e
submetidos ao processamento histologico usual (submersos em parafina e cortados em

microtomo).

Os cortes (5um) foram colocados em laminas com poli-L-lisina, desparafinizados
em xilol duas vezes por 20 minutos e hidratados em banhos sucessivos de 3 min em

etanol 100%, 95% e 85%. A recuperacgdo antigénica foi realizada por incubagao dos



cortes em solugdo citrato (pH 6,0; 0,5mM) a 125°C utilizando panela Pascal
(DakoCytomation) durante 10min. A peroxidase enddgena foi bloqueada por incubagéo
com metanol (92%) e peroxido de hidrogénio (8%) por 10 min, seguido por lavagens em
agua destilada e uma lavagem em solugao Tris 0.5 M (pH 7.4). Em seguida, as |laminas
foram incubadas em camara umida com os anticorpos humanos policlonais produzidos
em coelho, anti-FGF22 (2ng/ml; cat. NBP1-00820, Novus Biologicals) e anti-FGFR1
(2ng/ml; ab71928, abcam) overnight (18 horas) a 4°C. Apds a incubagédo, as laminas
foram lavadas em Tris (pH 7.4) e depois incubadas com o anticorpo secundario
conjugado a peroxidase por 1 hora (ADVANCED™: Dako; Carpinteria; CA; USA). A
imunomarcacéo foi detectada com DAB liquido por 3 minutos (diaminobenzidina; Dako).
Para o FGF22, o controle negativo foi produzido através de pré-incubag¢ao do anticorpo
primario com excesso de proteina do FGF22 humana recombinante (3867-FG; R&D
Systems), antes da incubagdo nas lédminas. Para o FGFR1, a pré-incubagcdo do
anticorpo primario foi realizada com excesso de peptideo bloqueador comercialmente

disponivel (ab71927, abcam).

3.5. Radioimunoensaio
As concentragbes de estradiol e progesterona foram mensuradas no fluido
folicular utilizando os kits para estradiol (DSL-4400) e progesterona (DSL-3400;
Diagnostics Systems Laboratories, Inc., Webster, Texas). As curvas padrdo foram
preparadas a partir de estradiol e progesterona liofilizados (Sigma-Aldrich®) in PBS-
gelatina (0,02M fosfato de sodio; 0,15M cloreto de sddio; 0,1% de gelatina; 0,01% de

azida sodica; pH=7,5). O intervalo de concentrac¢des utilizadas na curva padréo foi de



0,031-250ug/100ul. Para a dosagem de estradiol, os coeficientes de variagéo intra e
inter-ensaio foram 5,17% e 11,3%, respectivamente. O limite de detecg¢ao para o E2 foi
0,1ng/ml, e a diluigdo usada (PBS) para o fluido folicular foi de 1:500. O intervalo das
concentragdes de progesterona usado na curva padrao foi 3,9-100pg/25ul. A dosagem
de progesterona apresentou coeficiente de variagdo intra e inter-ensaio de 2,5% e
8,7%, respectivamente. O limite de deteccdo foi de 1,56ng/ml e a diluicdo usada (PBS)

para o fluido folicular foi 1:10.

3.6. Analise estatistica
A fim de testar os efeitos dos estagios de desenvolvimento folicular e dos
tratamentos sobre a expressao dos genes alvo, foi realizada a seguinte sequéncia de

analise:

= Teste de normalidade dos dados e de homogeneidade de variancias entre
grupos com transformagédo para logaritmos quando necessario para realizagdo de
analise paramétrica.

= ANOVA foi utilizada para verificar o efeito do diametro folicular sobre a
expressdo génica de FGF22 e FGFR1B nas células do cumulus e o efeito do
tratamento com FSH e IGF-1 sobre os niveis de mMRNA do FGF22 e do FGFR1B em
células da granulosa bovina cultivadas.

= A comparagao dos valores relativos da expressdo do mRNA do FGF22 e
FGFR1B em CG e CT nos diferentes grupos de desenvolvimento folicular foi realizada

por teste t ndo pareado. As amostras de foliculos atrésicos nao fizeram parte da analise



estatistica, uma vez que demonstravam variabilidade nos valores de cts para os genes
enddgenos.
= A comparagao dos valores relativos da expressdo do mRNA do FGFR1B em
células da granulosa cultivadas com diferentes doses de IGF-1 foi realizada por teste de
Tukey.
Todas as analises foram realizadas utilizando-se o programa JMP (SAS Institute,

Cary, NC, USA) e os dados estao apresentados por média + EPM.

4. RESULTADOS

O mRNA do FGF22 foi detectado nas células da teca, células do cumulus e
mostrou-se ausente em odcitos e células da granulosa, enquanto que o mRNA do

FGFR1B foi expresso em todos os tipos celulares analisados com exceg¢ao do odcito.

A expressao do mRNA de ambos os genes alvos foi maior em células da teca de
foliculos transicionais comparados a foliculos saudaveis (p<0,05). O estagio de
desenvolvimento folicular n&o afetou significativamente os niveis de mRNA do FGFR1B

nas células da granulosa (p=0,08, figura 2).
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Figura 2. Valores relativos (média + EPM) da expressdo dos mRNA do FGF22 e
FGFR1B em células da granulosa (CG) e células da teca (CT) de foliculos antrais
bovinos saudaveis (n=14) e transicionais (n=14). Asterisco indica diferenca estatistica

(p<0,05).

Além disso, a expressao dos mRNA do FGF22 e do FGFR1B n&o variou com o

diametro folicular nas células do cumulus (figura 3).
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Figura 3. Valores relativos (média £+ EPM) da expressdo dos mRNA do FGF22 e
FGFR1B em células do cumulus de provenientes de foliculos de diferentes diametros.

Numeros entre parénteses indicam o numero de amostras analisadas.

A deteccdo do FGF22 no cumulus, mas ndo nas murais, gerou a hipétese de que
a teca possa controlar a expressdo do mRNA do FGF22 nas células da granulosa. Para
testar esta hipotese medimos a expressdo do FGF22 em CG cultivadas (figura 4), sem
a influéncia das células da teca. A analise dos valores médios de Cts (tabela 4)
demonstraram maior a expressdo do mRNA do FGF22 nas células da granulosa

cultivadas com FSH ou IGF1.

Média de cts do FGF22 e do FGFR1B

Genes alvos Tipos celulares Médiade cts
CT 35,7
CG 38,4
CG cultivada com FSH 34,9
CG cultivada com IGF-1 33,3
FGF22  Cumulus 34,4
CT 26,3
CG 29,1
CG cultivada com FSH 25,1
CG cultivada com IGF-1 23,6
FGFR1B Cumulus 24,9

Tabela 4. Médias no numero de Cts dos genes alvos (FGF22 e FGFR1B) nos diferentes

tipos celulares.
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Figura 4. Efeitos do FSH e IGF-1 sobre os niveis de mRNA do FGF22 (média + EPM)

em células da granulosa cultivadas (n=3; p>0,05).

Como o mRNA do FGFR1B foi detectado nas células da granulosa, decidiu-se
avaliar se a expressao deste receptor é regulada pelo FSH e IGF-1 em células da
granulosa cultivadas. O tratamento com IGF-1 inibiu a expressdo do FGFR1B a partir
da dose 10ng/ml (p<0,05), porém o FSH nao alterou os niveis do mRNA do FGFR1B

(figura 5).
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Figura 5. Efeitos do FSH e IGF-1 sobre os niveis de mMRNA do FGFR1B (média + EPM)
em células da granulosa cultivadas. Barras com letras diferentes significam diferencga

(n=3; p<0,05).

A imunohistoquimica revelou a presengca de FGF22 (figura 6) e do FGFR1
(isoforma nao-especifica; figura 7) nas células da granulosa e células da teca e também
em vasos sanguineos. Além disso, observou-se imunomarcacao fraca no estroma.
Nenhuma marcacao foi observada quando os anticorpos do FGF22 e do FGFR1 foram

pré-incubados com excesso da proteina FGF22 e peptideo bloqueador,

respectivamente.

Figura
6.
Imunol
ocaliz

acao

do

FGF22 em foliculo antral (A) e vasos sanguineos (B). Inserto (controle negativo; pré-

incubagao do anticorpo com excesso de proteina). g=granulosa, t=teca e s=estroma.



do FGFR1 em foliculo antral e vasos sanguineos (A). Controle negativo (B): pré-
incubagédo do anticorpo com excesso de peptideo bloqueador. g=granulosa, t=teca e

s=estroma.

5. DISCUSSAO

Esses dados demonstram pela primeira vez a expressao do FGF22 e do
FGFR1B em foliculos antrais bovinos. Os achados mais interessantes foram os maiores
niveis de mRNA do FGF22 e do FGFR1B em células da teca de foliculos transicionais
quando comparados a foliculos saudaveis e a inibigdo da expressao génica do FGFR1B
em células da granulosa pelo IGF-1, sugerindo o envolvimento do sistema
FGF22/FGFR1B nos mecanismos que controlam a regressao folicular.

No que se refere a presenca do FGF22 no sistema reprodutivo feminino, o
mRNA do FGF22 havia sido detectado apenas na placenta (NAKATAKE et al., 2001).
No presente trabalho, demonstramos que o mMRNA do FGF22 é expresso pelas células
da teca, mas ndo de maneira consistente pelas células da granulosa in vivo, conforme

descrito para os outros membros da subfamilia do FGF7 (BURATINI et al., 2007). No



oocito, alguns FGFs tem sido localizados, incluindo o FGF2, FGF8, FGF10 e FGF17
(VAN WEZEL et al., 1995; BURATINI et al., 2005; BURATINI et al., 2007; MACHADO et
al., 2009), porém isso nao é um fendbmeno extensivo a todos FGFs, uma vez que o
MRNA para o FGF7 foi detectada nas células da teca, mas ndo em odcitos (BURATINI
et al., 2007). Logo, a auséncia de FGF7 e FGF22 em odcitos sugere que o FGF10 deva
ser o principal fator da subfamilia do FGF7 presente no odcito envolvido com o
desenvolvimento e competéncia oocitaria. Essa hipotese se reforgca mais ainda, uma
vez que o mMRNA do FGF10 ja se mostra expresso desde os primérdios da
foliculogénese pré-antral em fetos bovinos (CASTILHO et al., 2008).

Os maiores niveis de mRNA do FGF22 encontrados nas CT de foliculos
transicionais quando comparados aos foliculos saudaveis, sugere a participagao deste
FGF na atresia folicular, conforme descrito para o FGF18 (PORTELA et al., 2009). Além
disso, ndo se pode descartar a possibilidade de participacdo no controle da
esteroidogénese das células da granulosa, conforme descrito para o FGF7 e o FGF10
(PARROT & SKINNER, 1998; BURATINI et al., 2010). No entanto, estudos funcionais
sobre o envolvimento do FGF22 sobre esteroidogénese de CG cultivadas e os
mecanismos envolvidos nesse processo ainda precisam ser analisados para verificar se
o FGF22 segue o mesmo padrao encontrado para outros membros da subfamilia FGF7
ou pertencente as outras subfamilias de FGFs, utilizando para isso o modelo de célula
estrogénica conforme demonstrado para o FGF2, FGF7, FGF10, FGF17 e FGF18, os
quais inibiram a secrec¢ao de estradiol (PARROT & SKINNER, 1998; CAO et al., 2006;
BURATINI et al., 2007; MACHADO et al., 2009; PORTELA et al., 2010).

Quanto a participagao dos receptores no controle do desenvolvimento folicular

antral, merece destaque a expressao do FGFR1B nas células da granulosa mural com



menores valores numéricos em foliculos saudaveis (p=0.08). Embora sem diferenca,
esses valores sdo sugestivos para indicar a possivel participagdo deste receptor no
desenvolvimento folicular antral. A confirmacao de tal hipétese se deu pela diminuigao
nos niveis de mMRNA do FGFR1B nas células da granulosa pelo IGF-1, conforme
descrito para o FGFR2B por BURATINI et al.(2007), o que sugere que tanto o FGFR1B
quanto o FGFR2B devam ser suprimidos para permitir o desenvolvimento folicular em
bovinos. Portanto, a habilidade do IGF-1 em suprimir a expressédo do FGFR1B e do
FGFR2B pode ser considerada uma maneira de estabelecer sua acado pro-
sobrevivéncia em foliculos antrais. Contrariamente a auséncia de feito do FSH sobre a
expressdo do FGFR1B em células da granulosa cultivadas verificadas no presente
trabalho esta a estimulagcédo da expressao do mRNA do FGFR2B em CG cultivadas pelo
FSH (BURATINI et al., 20007). A divergéncia encontrada entre esses estudos pode ser
decorrente do uso de doses diferentes de FSH utilizadas, sendo até 100x maior no
estudo de BURATINI et al., (2007), no entanto ndo exime a possibilidade do FSH levar
a efeitos opostos nesses receptores.

Embora o mRNA para o FGF22 n&o tenha sido encontrado consistentemente nas
células da granulosa, a respectiva proteina mostrou-se presente na camada de CG.
Essa forte imunomarcagdo no citoplasma das células da granulosa pode refletir a
ligacdo do FGF22 aos seus receptores (FGFR2B e FGFR1B), expressos nas CG de
foliculos antrais bovinos com posterior internalizagdo deste complexo (BERISHA et al.,
2004; BURATINI et al., 2007). Esta idéia é suportada pela evidéncia de internalizagédo
de receptores ligados a FGFs exdgenos em diversos tipos celulares (BELLEUDI et al.,
2002; OLSNES et al., 2003, WESCHE et al., 2006). Outro significante achado foi a

presenca da proteina FGF22 no nucleo das células foliculares ovarianas. Como a



proteina FGF22 também foi detectada no citoplasma dessas células, sugere-se uma
possivel translocacdo da proteina para o nucleo. Vale destacar que a translocagao de
FGFs endogenos ja foram reportadas para o FGF1, FGF2 e FGF3 (ZHAN et al., 1992;
KIEFER & DICKSON et al., 1995; SHENG et al., 2004). No entanto, embora a detecg¢ao
do FGF22 pareca ser especifica e a pré-incubagdo do anticorpo com a respectiva
proteina tenha abolido a marcagao no controle negativo, existe a possibilidade de que o

anticorpo reaja com outros FGFs.

6. CONCLUSAO
A presenca do FGF22 e do FGFR1B em foliculos antrais bovinos, os menores niveis de
MRNA do FGF22 e FGFR1B em foliculos saudaveis em relacéo a foliculos transicionais
e a supressao do mRNA do FGFR1B pelo IGF-1, sugerem a participagdo desse sistema
no controle da regressao folicular. Além disso, os presentes dados indicam que a
supressdo deste sistema seja necessaria para a continuidade do crescimento folicular

em direcao a ovulagao.



Capitulo Il

Expressao dos membros da subfamilia do
FGF7 (FGF7, FGF10 e FGF22) e seus
receptores (FGFR1B e FGFR2B) em foliculos
antrais durante o desvio folicular em
novilhas da raca Nelore.

RESUMO

Os fatores de crescimento fibroblastico (FGFs) estdo agrupados em diversas
subfamilias de acordo com as propriedades estruturais e funcionais, e possuem
diferentes papéis fisiologicos, incluindo a regulagédo da foliculogénese. A subfamilia do
FGF7 inclui o FGF3, FGF7, FGF10 e o FGF22, os quais ativam os receptores, FGFR2B

e FGFR1B. O FGF7 e o FGF10 sao expressos pelas células da teca e inibem a



secrecdo de estradiol nas células da granulosa em bovinos. Nés recentemente
demonstramos que o FGF22 é expresso em células da teca bovina. Foliculos obtidos
de abatedouro, considerados saudaveis pela estimativa do tamanho e da concentragao
de esterdides, indicaram que a expressao do FGF10 e do FGF22, mas n&o a do FGF7,
€ regulada e suprimida em foliculos dominantes. Para investigar o envolvimento da
subfamilia do FGF7 no controle da sele¢cdo do foliculo dominante, nés mensuramos a
expressdo do mRNA dos membros da subfamilia do FGF7 e receptores em foliculos
dominantes e subordinados ao redor do desvio folicular em novilhas da raga Nelore. O
ciclo estral foi sincronizado e a ovulacéo foi detectada por ultrassom a cada 12 horas.
As novilhas foram abatidas nos dias 2 (n=4); 2,5 (n=5) e 3 (n=4) ap6s a ovulagao, as
células da teca e da granulosa foram isoladas dos dois maiores foliculos e submetidas
a extracdo de RNA total. Os foliculos foram classificados como dominante e
subordinado de acordo com a abundancia do mRNA da CYP19 nas células da
granulosa, e a abundancia dos mRNA dos genes alvos foi mensurada por RT-PCR em
tempo real. A abundéncia do mRNA do FGF7 foi maior nas células da teca de foliculos
subordinados quando comparados a foliculos dominantes no dia 2,5 apds a ovulacéo e
o mesmo padrao foi observado para o FGF10 nos dias 2,5 e 3 apds a ovulagédo. A
abundancia do mRNA do FGF22 nao foi alterada pelo tempo ou classe folicular. A
abundancia do mRNA do FGFR1B e do FGFR2B foi maior nas células da teca e da
granulosa, respectivamente, de foliculos subordinados quando comparados com
foliculos dominantes no dia 2. Em concluséo, a expressao do mRNA do FGF7, FGF10 e
FGFR1n nas células da teca e do FGFR2B nas células da granulosa, é diminuida em

foliculos dominantes antes do esperado desvio folicular morfolégico, 0 que sugere



fortemente um papel dos membros da subfamilia do FGF7 na regulagédo da selegédo do
foliculo dominante.

Palavras-chaves: Subfamilia do FGF7, desvio folicular, granulosa, teca, bovino.

ABSTRACT

Fibroblast growth factors (FGFs) are grouped into several FGF subfamilies according to
structural and functional properties, and play a number of different physiological roles
including regulation of folliculogenesis. The FGF7 subfamily includes FGF3, FGF7,
FGF10 and FGF22, which activate FGFR2B and FGFR1B. FGF7 and FGF10 are
expressed by theca cells and inhibit estradiol secretion from granulosa cells in cattle.
We have recently demonstrated that FGF22 is also expressed by bovine theca cells.
The assessment of abattoir obtained follicles with health status estimated by size or
steroid content indicated that mRNA expression of FGF10 and FGF22, but not of FGF7,
is developmentally regulated and suppressed in dominant follicles. To investigate the

involvement of the FGF7 subfamily in the control of dominant follicle selection we



measured mRNA expression of FGF7 family members and receptors in dominant and
subordinate follicles around the time of follicle deviation in Nelore heifers. Estrous cycles
of thirteen heifers were synchronized and ovulation was detected by ultrasound
monitoring every 12 hours. Heifers were slaughtered 2 (n=4), 2.5 (n=5) and 3 (n=4) days
after ovulation, theca and granulosa cells were isolated from the two largest follicles and
submitted to total RNA extraction. Follicles were classified as dominant and subordinate
according with CYP19 mRNA abundance in granulosa cells, and mRNA abundance of
target genes was measured by real time RT-PCR. FGF7 mRNA abundance was greater
in theca cells from subordinate follicles compared with dominant follicles on day 2.5 and
the same was observed for FGF10 on days 2.5 and 3. FGF22 mRNA abundance was
not altered by time or follicle class. FGFR1B and FGFR2B mRNA abundance was
greater in theca and granulosa cells, respectively, from subordinate compared with
dominant follicles on day 2. In conclusion, mRNA expression of FGF7, FGF10 and
FGFR1B in theca and of FGFR2B in granulosa cells is decreased in dominant follicles
before at the expected time of follicle morphological divergence, which strongly suggests
a role for the FGF7 subfamily in the regulation of dominant follicle selection.

Keywords: FGF7 subfamily, follicle deviation, granulosa, theca, cattle.



1. OBJETIVOS

=> Investigar a expressédo génica dos membros da subfamilia FGF7 (FGF7, FGF10
e FGF22) e dos seus receptores (FGFR1B e FGFR2B) em foliculos antrais ao redor do

desvio folicular.

2. HIPOTESE

A expressao dos membros da subfamilia FGF7 e de seus receptores € menor em

foliculos dominantes em relacédo aos subordinados ao redor do desvio folicular.

3. MATERIAL E METODOS

As amostras utilizadas nesse experimento provém de projeto em colaboragéo
coordenado pelo Prof. Dr. Ciro Moraes Barros, no qual foram obtidas CT e CG de

foliculos de novilhas Nelores (n=21) recuperadas ao redor do desvio folicular.



As novilhas (n=21) tinham idade entre 24 a 36 meses e foram suplementadas 2
vezes ao dia (concentrado, PB: 16% e NDT: 60%), em regime de pasto (coast cross)

com acesso irrestrito a agua e sal mineralizado.

3.1. Caracterizagao do momento da selecao (desvio) folicular
Para que todas as novilhas apresentassem estagios de desenvolvimento folicular

similares, o estro e a ovulagao foram sincronizados (figura 1).

|DIB 1 DIB BE Ovulagao
BE PGFa Figur
a 1.
D-10 D-3 D-2 DO D6
US 1212 h Proto
colo

de sincronizagdo da ovulagdo e acompanhamento do desenvolvimento folicular

ovariano em novilhas Nelore (Bos taurus indicus).

No D-10 as novilhas receberam um dispositivo intravaginal liberador de
progesterona de segundo uso (1,0 g, DIB®, Syntex, Argentina), associado a aplicacdo
de benzoato de estradiol (BE, 2,5 mg, Estrogin® via IM). O dispositivo intravaginal foi
removido no D-3 e os animais receberam uma aplicagdo de PGFa (d-cloprostenol, 500
ug, Prolise®, IM). Vinte e quatro horas mais tarde, foi administrado 1,0 mg de BE (via
IM) e a partir deste dia, o crescimento do foliculo dominante foi acompanhado através

de ultra-sonografia (US), realizada a cada 12 horas.

3.2. Ultra-sonografia



Apoés a ovulagédo (DO) o desenvolvimento dos foliculos com mais de 3 mm de
diametro foi acompanhado através de exame US, realizado a cada 12 horas, até pelo
menos o sexto dia apds a ovulagao, de forma a permitir a identificacdo do inicio do
desvio folicular. O momento da ovulacao foi considerado como a média entre a ultima
vez que o foliculo ovulatério foi visto e a primeira ocasido em que ele nao foi observado
no monitor do ultra-som. Apods a identificagdo do momento do desvio folicular na
primeira etapa, as novilhas foram novamente sincronizadas com o protocolo citado

acima e acompanhados por US como ja mencionado.

3.3. Obtencao das células da teca e da granulosa

As novilhas foram abatidas para a obtencdo dos ovarios nos seguintes
momentos: 12 horas antes do momento predito do desvio (dia 2), no momento do
desvio (dia 2,5) e 12 horas poés-desvio (dia 3). O maior e o menor foliculo foram
dissecados dos ovarios e mensurados com auxilio de paquimetro. Apds a remocao das
CG, centrifugagcéo e obtencédo do pellet de CG, o mesmo foi transferido para solugéo
Trizol e armazenado em freezer -80°C até a extracdo de RNA total. O fluido folicular foi
reservado e também mantido a -80°C até a determinagdo das concentragdes
intrafoliculares de estradiol e progesterona por radioimunoensaio (RIE). Posteriormente,
as camadas da teca foram destacadas e imersas em 1 ml de solugdo Trizol
(Invitrogen®), trituradas em homogenizador de tecidos (Polytron UltraTurrax T-25), e
mantidas em freezer -80°C até a extragdo de RNA total. A concentragdo do RNA total
recuperado foi mensurada por espectrofotometria (ND-2000, Nanodrop®).

Uma vez obtidos os dois tipos celulares, a contaminagdo cruzada dessas

amostras foi testada pela expressdo génica das enzimas 17a hidroxilase (CYP17) nas



CG e CYP19 (aromatase) nas CT, conforme descrito por BURATINI et al., 2005b,
garantindo assim a identidade e pureza das amostras coletadas.

A expressdo do FGF7, FGF10, FGF22, FGFR1B (nas células da teca) e do
FGFR2B (nas células da granulosa) foi quantificada por RT-PCR em tempo real,
conforme descrito abaixo.

3.4. Protocolos para investigacao da expressdao de mRNA

3.4.1. Extragdo de RNA (Protocolo Trizol — Invitrogen®) e reag¢ao de transcrigao
reversa (Protocolo Superscript lll - Invitrogen ® e Ominiscrpt - Qiagen®)

A extracdo de RNA foi realizada segundo o protocolo Trizol (Invitrogen®). Ao final
da extracdo, as amostras de RNA total foram solubilizadas em agua destilada e
autoclavada. As concentragcdes das amostras de RNA total foram mensuradas por
espectrofotometria (ND-2000, Nanodrop®).

A fim de evitar que uma eventual contaminagao por DNA gendmico interferisse nos
resultados, todas as amostras de RNA total foram tratadas com DNAse antes de serem
submetidas ao RT-PCR. Conforme as instrugdes do protocolo DNAse | — Amplification
Grade (Invitrogen®), o volume da solugdo de RNA total tratado com DNAse foi calculado
a fim de conter 1ug de RNA total. A este volume, foi adicionado 1ul de tamp&ao DNAse,
1ul de DNAse | (1unidade/ul) e agua “RNAse free” suficiente para completar 10pul. Essa
solugdo permaneceu a temperatura ambiente durante 15 minutos e, em seguida, foi
acrescida de 1pl de EDTA (25 mM) e incubada a 65°C por 10 minutos para inativagéo
da enzima. Apos esse procedimento, as amostras foram armazenadas em gelo até

serem submetidas a reagao de transcrigao reversa.



Para a reacao de transcrigédo reversa (RT), foi utilizado o seguinte protocolo:

=> SuperScript Il (Invitrogen®), cujo protocolo inicia-se pela adigdo em tubo estéril
de 8pul da solugdo de RNA total tratada com DNAse, 1ul de oligonucleotideo iniciador
Oligo dt (500ug/ml), 1yl de dNTP Mix (10nM) e 3 ul de agua estéril. Essa solugéo foi
incubada a 65° C por 5 minutos e, em seguida, sofreu uma segunda incubag¢ao em gelo
por 1,5 minuto. Apos essas etapas, foi adicionado a solugcdo 4ul de tampao “First
Strand” 5X, 1yl de DTT (0,1M) e 1ul de “RNAse OUT Inhibitor’ (40unidades/ul). Na
sequéncia, foi acrescido 1pl (200 U) de SuperScript Ill (transcriptase reversa) e se
iniciou a incubacéo, primeiramente a 50° C por 50 minutos, depois a 70° C por 15
minutos e, finalmente, em gelo por 2 minutos. As amostras foram mantidas a -20° C

para utilizacdo no PCR.

3.4.2. Investigacao da expressao génica por PCR em tempo real
A expressdo dos genes alvo de cada um dos experimentos propostos foi
investigada por ensaio de PCR em tempo real a partir do mRNA proveniente de:
v'Células da teca ao redor do desvio: expresséo génica do FGF7, FGF10, FGF22 e
FGFR1B
v'Células da granulosa ao redor do desvio: expressdao génica da CYP19

(aromatase) e do FGFR2B.



Para a amplificacdo dos genes alvos foi utilizado o sistema Power Sybr®Green

PCR Master Mix (Applied Biosystem) no ABI Prism 7500 Sequence Detection System

(Applied

especificos correspondentes (Tabela 1).

Biosystem), juntamente com os oligonucleotideos

iniciadores bovino-

Gene Sequéncia Temp. de Anelamento (°c) [ 1 Oligo

GAPDH S§5'GGC GTG AAC CAC GAG AAG TAT AA 3" 62 150 nM
A5' CCCTCC ACGATG CCAAAG T3

Ciclofilina §5'GCCATG GAG CGC TTT GG 3' 60 300 nM
A5' CCACAG TCA GCA ATG GTG ATC T 3'

Histona H2a S 5' GAG GAG CTG AAC AAG CTG TTG 3' 60 300 nM
A5' TTG TGG TGG CTC TCA GTC TTC 3'

FGF7 §5'TCC ACG ATG CAAC AAG CT3' 60 300 nM
A5' GTT GTA GCC ACG ATG CCA AAG 3'

FGF10 S§5' AAG GAG ATG TCC GCT GGA GAA AGC TA 3' 60 300 nM
A5 ACT GTA CGG GCA GTT CTC CTT CTT3'

FGF22 §5' GAC TCT ATG GGT CGC GGT TCT 3" 59 300 nM
A5' GTT GTA GCC GTT CTC CTCGAT T 3'

FGFR1B §5' ACG TCC TGG TGA CGC AGG 3' 60 300 nM
A5'CCG GTG CCATCCATT TGA 3'

FGFR2B §5'TGT GGT TGG AGG TGA TGT 3' 58 300 nM
A5' CGA GTG CTT CAG AACCTT G 3'

Aromatase S§5' TGA CCAGAT CCAAAC CAG ACA CCA3'
A5'ATG AGG TTG CTA AGA GTC GGC ACA3' 62 400 nM

Tab

ela

cia
dos
olig
onu
cleot

ideo

s iniciadores (S: oligonucleotideo iniciador “sense” A: oligonucleotideo iniciador

“antisense”).

3.4.3. Anadlise dos dados de PCR em tempo real

A anadlise dos dados foi feita pela estimativa da eficiéncia de amplificacdo de

cada amostra em questéo utilizando o software “LinRegPCR” (RAMAKERS et al., 2003)

gue considera a eficiéncia com base na curva de amplificagao individual de cada tubo.

No minimo 4 pontos de cada curva de amplificagdo na fase exponencial foram



delimitados e a média desses valores determinou o “threshold” para cada gene. A
eficiéncia de cada gene foi calculada pela média das eficiéncias individuais de cada

tubo para cada tipo celular analisado (tabela 2).

Eficiénciados genes alvos

Tipo celular Genes Eficiéncia (%)

FGF7 96%

FGF10 94%

FGF22 97%

TECA FGFR1B 88%

FGFR2B 95%

FGFR1B 92% a s
T | 2. Eficiéncias médi
abela GRANULOSA  AROMATASE 96% ciéncias medias da
amplificacdo  dos genes alvo.

Diferencas na taxa de expressédo dos genes foram normalizadas pela frequéncia
de expresséo daquele que foi considerado o melhor controle endégeno para cada tipo
celular (GAPDH, Histona H2A ou Ciclofilina A). Para selecionar o gene endégeno mais
estavel para cada tipo celular, os trés genes supracitados tiveram seu padrdo e
expressao comparados usando o} geNorm para Microsoft Excel
(medgen.ungent.be/genorm; RAMAKERS et al., 2003). Para as células da granulosa, o
GAPDH mostrou-se como o melhor gene enddgeno, enquanto que a ciclofilina A foi

indicada, como melhor gene endoégeno para as células da teca.

A expressao relativa dos genes analisados foi determinada pelo método de Pfaffl

(PFAFFL, 2001, figura 2).

ACP . (controle — amostra)
(E

alvo)
Razéao =

ACP
(E ref)

rof (CONtrole —amostra)




Figura 2. - Modelo matematico para calculo da expresséao relativa derivada de dados obtidos por PCR
em tempo real. A razdo de um gene alvo é expressa em relagdo ao gene constitutivo e normalizada em
relagdo a amostra controle. E,\, € a eficiéncia do transcrito do gene alvo; E € a eficiéncia do transcrito
gene referéncia; ACP,,, € desvio de CP do controle — amostra do gene alvo transcrito; ACP, € desvio de

CP do controle — amostra do gene referéncia transcrito.

A caracterizagdo dos foliculos ovarianos ao redor do desvio (dia 2 com n=4; dia
2,5 com n=5 e dia 3 com n=4) incluiu o didmetro (tabela 3) e a expressédo génica da

enzima CYP19 (aromatase, figura 3)

Status Folicular Dias apés ovulagcao

2 2.5 3
FD 55 6,7+0,2 8,37+ 0,74
FS 5,12+ 0,31 5,8+ 0,33 6,62+ 0,37
P value P>0,05 P=0,07 P=0,05

Tabela 3. Diametro (média + EPM) dos foliculos dominantes (FD) e foliculos

subordinados (FS) ao redor do desvio em novilhas Nelore

Em decorréncia de problemas técnicos com os kits inicialmente adquiridos pelo
laboratorio coordenado pelo colaborador Prof. Ciro Moraes Barros, parte das amostras
de fluido folicular foram esgotadas antes das concentragdes de estradiol e progesterona
serem corretamente mensuradas. Sendo assim, optou-se pela mensuracdo da

expressdo do mRNA da CYP19 para distinguir o futuro foliculo dominante (com maior



expressdo de CYP19) do maior subordinado (com menor expressao de CYP19),
conforme descrito por SISCO et al.,( 2003), a partir do dia 1,5 da onda folicular.
Conforme esperado, nas amostras em que a concentracido de estradiol pbde ser
mensurada, os valores maximos de concentracdo de estradiol e expressao de CYP19

foram coincidentes.

3.5. Analise estatistica
A fim de testar os efeitos dos estagios de desenvolvimento folicular e dos
tratamentos sobre a expressdo dos genes alvo e diametro folicular foi realizada a

seguinte sequéncia de analise:

= Teste de normalidade dos dados e de homogeneidade de variancias entre
grupos com transformagédo para logaritmos quando necessario para realizagdo de
analise paramétrica.

= O efeito do status folicular (dominante X subordinado) sobre a expressao dos
genes alvos e do diametro folicular em cada dia ao redor do desvio folicular foi

analisado por teste t de amostras pareadas.

Todas as analises foram realizadas utilizando-se o programa JMP (SAS Institute,

Cary, NC, USA) e os dados estao apresentados em média £+ EPM.

4. RESULTADOS



O valor relativo da expressdo de CYP19 foi maior nas CG de foliculos dominantes

comparados aos subordinados nos dias 2 e 2,5, mas ngo diferiu entre os grupos no dia

3 (figura 3).

CYP19/GAPDH RNAm

7.5

5.04

2.54
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*
I FD
FS
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Figura 3. Valores relativos da expressdo do mRNA da CYP19 (média £+ EPM) em

foliculos dominantes (FD) e subordinados (FS) ao redor do desvio folicular em bovinos.

* (P<0,05).

A expressdo do mRNA do FGF7 foi maior nas CT de foliculos subordinados

comparados ao dominantes apenas no dia 2,5 apds a ovulagao (figura 4).
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Figura 4. Valores relativos da expressdo do mRNA do FGF7 (média + EPM) nas CT de

foliculos dominantes (FD) e subordinados (FS) ao redor do desvio folicular em bovinos.

* (P<0,05).

A expressdo do mRNA do FGF10 foi maior nas CT provenientes de foliculos

subordinados comparados aos dominantes nos dias 2,5 e 3 apds ovulagao (figura 5).

FGF10/CYC-A RNAm
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Figura 5. Valores relativos da expressdo do mRNA do FGF10 (média + EPM) nas CT de

foliculos dominantes (FD) e subordinados (FS) ao redor do desvio folicular em bovinos.

* (P<0,05).

Ja a expressao do FGF22 nao diferiu entre as classes foliculares ao redor do

desvio folicular (figura 6).
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Figura 6. Valores relativos da expressdo do mRNA do FGF22 (média + EPM) nas CT de

foliculos dominantes (FD) e subordinados (FS) ao redor do desvio folicular em bovinos.

Uma vez que os testes de contaminagédo cruzada indicaram 3 amostras de CG
contaminadas com CT, fez-se necessaria sua exclusdo nos experimentos para
quantificacdo dos receptores, FGFR1B eFGFR2B, nas CG ao redor do desvio.
Portanto, na analise da expresséo dos genes alvo nas CG utilizamos o seguinte numero
de amostras: dia 2 (n=3), dia 2,5 (n=4) e no dia 3 (n=3).

A expressao do FGFR1B e do FGFR2B mostrou-se maior nas CT (figura 7) e CG
(figura 8) de foliculos subordinados, respectivamente, somente no dia 2 ao redor do

desvio folicular.
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Figura 7. Valores relativos da expressdao do mRNA do FGFR1B (média + EPM) nas CT
de foliculos dominantes (FD) e subordinados (FS) ao redor do desvio folicular em

bovinos. * (P<0,05).
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Figura 8. Valores relativos da expressdo do mRNA do FGFR2B (média + EPM) nas CG
de foliculos dominantes (FD) e subordinados (FS) ao redor do desvio folicular em

bovinos. * (P<0,05)

5. DISCUSSAO

No presente trabalho, ndés demonstramos pela primeira vez a expressao dos
membros da subfamilia de fator de crescimento fibroblastico 7 (FGF7) e seus
receptores em foliculos antrais bovinos durante o desvio folicular na espécie bovina. Os
maiores valores de expressao encontrados para o FGFR1B e FGFR2B antes do desvio
folicular morfologico, e o indicio do envolvimento do FGF10 neste contexto reforgam a
hipotese de participacdo deste sistema no controle da selecédo folicular na espécie
bovina.

Apesar do mecanismo preciso para a selecao do foliculo dominante ainda néo estar
completamente elucidado, sabe-se do envolvimento de diversos fatores nesse
processo, entre eles, os fatores de crescimento semelhante a insulina (IGFs), que
parecem desempenhar papel critico neste processo. Os IGFs sao sinérgicos ao FSH na

promog¢ao de crescimento folicular e produgéo de estradiol (FORTUNE et al., 2004).



A reducgédo das proteinas ligantes de IGF (IGBPs) tem sido associada a aumento da
atividade proteolitica da proteina plasmatica associada a prenhez A (PAPP-A,
MONGET et al., 2003) e a expressédo de seu mRNA, em bovinos, & mais abundante no
foliculo dominante em crescimento do que em foliculo pequenos nao selecionados
(FAYAD et al., 2004, FORTUNE et al., 2004). Embora n&o se tenha encontrado
diferengas nas concentragcdes de IGF-1 total de foliculos dominantes em relacdo aos
subordinados (DE LA SOTA et al., 1996), a concentracdo de IGF-I livre foi maior no
fluido folicular do maior foliculo comparado ao segundo maior da mesma onda, mesmo
antes da observacgao de diferengas no didmetro e na concentracdo de estradiol (BEG et
al., 2002). Essas observagdes, sugerem a existéncia de um sistema modulador da
disponibilidade de IGF intra-folicular, diferencialmente regulado em foliculos dominantes
e subordinados, o que permitiria ao maior foliculo, ter uma dominancia bioquimica antes
do estabelecimento da dominancia morfolégica (FORTUNE et al., 2004). No entanto,
pouco ainda se sabe sobre a influéncia dos fatores de crescimento fibroblasticos nos
mecanismos reguladores do processo de desvio folicular na espécie bovina.
Anteriormente aos dados aqui demonstrados, somente o FGF18 ja havia sido
encontrado em maior abundancia nas células da teca de foliculos subordinados quando
comparados aos foliculos dominantes (PORTELA et al., 2010). No entanto, nesse
estudo, os autores ndo demonstraram o perfil da expressdo do FGF18 ao redor do
desvio folicular.

Os menores valores relativos de mMRNA do FGF10 em foliculos dominantes em
relagdo aos subordinados a partir do dia 2.5 apds a ovulagédo sugerem a participagao do
FGF10 no desvio folicular na espécie bovina. Além disso, ainda que os niveis de mMRNA

do FGF10 nao tenham sido estatisticamente diferentes entre foliculos dominantes e



subordinados antes do desvio morfolégico, o valor limitrofe de P (0,06) no dia 2 sugere
que, embora nao tenhamos detectado diferenga estatistica utilizando um numero
limitado de animais em funcdo do alto custo deste experimento, a diferenca pode ser
relevante do ponto de vista bioldgico.

Para o FGF7, merecem destaque os menores niveis de mRNA nas células da teca
de foliculos dominantes comparados aos seus subordinados somente aos 2,5 dias apds
a ovulagao, com posterior equivaléncia de valores entre essas classes foliculares no dia
3 apds a ovulagdo. Esses dados sugerem que o FGF7 talvez ndo seja um fator
preponderante para a selegdo de um futuro foliculo dominante antes do desvio
morfolégico ocorrer, porém ndo se pode descartar a possibilidade de agéo sinérgica
com outros FGFs, ou até mesmo com o FGF10, para geracdo de atividade anti-
estrogénica nos foliculos subordinados no dia 2,5 apds a ovulagdo, uma vez dados
anteriores demonstraram a capacidade deste FGF em inibir a esteroidogénese em
células da granulosa bovinas cultivadas (PARROT & SKINNER, 1998a). Uma vez que a
expressao do FGF10 parece diferir mais precocemente do que o FGF7 entre foliculos
dominantes e subordinados, pode se sugerir que o FGF10 tenha uma participagdo mais
decisodria no controle da selecgéao folicular.

Quanto a expressao e regulagdo do mRNA do FGFR1B e do FGFR2B ao redor do
desvio folicular, destaca-se a maior expressao dos receptores FGFR2B (nas células da
granulosa) e do FGFR1B (nas células da teca) no segundo dia apds a ovulagédo no
futuro foliculo subordinado. Corroborando com os dados ao redor do desvio folicular,
vale ressaltar a menor abundancia de mRNA para FGF1B nas células da teca de
foliculos saudaveis quando comparados a foliculos transicionais e a inibicdo da

expressdo do FGFR1B em células da granulosa bovinas cultivadas promovida pela



adicdo de IGF-1. Estudos anteriores demonstraram efeitos opostos do FSH e IGF sobre
a expressao do FGFR2B e FGFR1B em células da granulosa cultivadas, enquanto o
IGF-1 inibiu a expressdo de ambos, o FSH apenas estimulou a expressdo do FGFR2B
(BURATINI et al., 2007). Sendo assim, o FSH parece sensibilizar os foliculos recrutados
as agdes dos FGFs. Alem disso, o foliculo selecionado seria menos sensivel a agao
anti-esteroidogénica dos membros da subfamilia do FGF7, uma vez que o aumento da
disponibilidade de IGF neste foliculo induziria diminuicdo na expressao dos FGFR.
Essas observagdes apontam para uma aparente interagcao entre os sistemas IGF e FGF
no controle da selecéo folicular. Os maiores valores do mRNA do FGFR2B encontrados
em foliculos subordinados no dia 2 apds a ovulagdo, com posterior queda nos dias
subsequentes, podem estar em parte proporcionalmente relacionados os maiores
niveis de FSH nesse mesmo periodo, com retomada dos valores basais em novilhas da
raca Nelore (BURATINI et al., 2000). Assim, drastica diferenga observada no dia 2 entre
o foliculo subordinado e o dominante quanto a expressao do FGFR2B, sugere que a
atividade do sistema FGF7 ao redor do desvio seja regulada principalmente no nivel
dos receptores. Os dados apontam para maior sensibilidade do foliculo subordinado
tanto aos ligantes com expresséo regulada ao redor do desvio (FGF7 e 10), quanto ao
ligante de expressao estavel (FGF22). Sendo assim a capacidade esteroidogénica do
foliculo subordinado parece ser inibida de forma mais intensa pela agdo conjunta dos
trés membros da familia FGF7 investigados neste estudo.

Assim, os dados obtidos sobre a expressdao do FGF10 e de seus receptores ao
redor do desvio, sustentam a hipotese de que a supressdo deste sistema seja
necessaria no futuro foliculo dominante antes do desvio morfolégico, dados que se

sustentam pela acdo anti-estrogénica do FGF10 em células da granulosa bovina



cultivadas (BURATINI et al., 2007). Adicionalmente, pode-se sugerir que a agao anti-
estrogénica do FGF10 no foliculo antral seja majoritariamente proveniente do aumento
na expressao de seus receptores, os quais aumentariam a sensibilidade ao efeito anti-
esteroidogénico do FGF10 nos futuros foliculos subordinados antes mesmo do desvio
morfologico.

Ja, embora o FGF22, ndo tenha apresentado diferenca de expressdo entre os
foliculos subordinados e dominantes em nenhum dos dias analisados ao redor do
desvio folicular, ndo se deve descartar a participacdo deste FGF no controle da
foliculogénese antral da espécie bovina. Desta forma, talvez o FGF22 n&o tenha uma
acao desencadeadora para o inicio do desvio folicular, porém atue sinergicamente com
outros FGFs na indugao da atresia folicular na espécie bovina.

Em suma, nossos resultados indicam o envolvimento de membros da subfamilia do
FGF7 e mais contundentemente de seus receptores, tanto via modulacédo da producéao
do ligante nas células da teca, quanto via modulagcédo da capacidade de resposta pelos

seus receptores nos mecanismos reguladores da selegao folicular.

6. Conclusao

O presente trabalho demonstrou que a transcricdo do sistema FGF7, principalmente
do FGFR1B nas células da teca e do FGFR2B nas células da granulosa, encontra-se
aumentada nos foliculos subordinados antes do desvio morfolégico, indicando seu

envolvimento no controle da selecao folicular. A drastica e precoce diferenca entre o



dominante e subordinado quanto a expressdo do FGFR2B na granulosa sugere que a

atividade do sistema FGF7 seja principalmente modulada por meio deste receptor.
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