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RESUMO 

 

S SCHMITH, R. A. EXPRESSÃO DE FATORES DE CRESCIMENTO 

FIBROBLÁSTICOS DURANTE A LUTEOGÊNESE E LUTEÓLISE EM ÉGUAS. 

Botucatu - SP. 2016, p.42. Dissertação (Mestrado) - Faculdade de Medicina 

Veterinária e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista. 

Os fatores de crescimento fibroblásticos (FGFs) participam da diferenciação 

celular, da angiogênese e do desenvolvimento do corpo lúteo (CL). O FGF atua 

em conjunto com a glicoproteína sulfato de heparina (HSPG) para ativar seu 

receptor (FGFR) e induzir diversas respostas celulares. O presente estudo teve 

por objetivo descrever a expressão gênica de FGF 2 e 7 no tecido luteínico 

durante o diestro de éguas, e investigar o efeito do tratamento com diferentes 

doses de prostaglandina (PGF 2α) sobre sua expressão. Para este estudo, foram 

utilizadas 18 éguas. O estudo foi dividido em dois grupos experimentais 

conforme a fase de desenvolvimento luteínica, D2 para a fase de luteogênese e 

D8 fase de manutenção do CL. As éguas foram distribuídas em três grupos 

tratamentos (n=3 éguas/grupo) de acordo com o tratamento a ser realizado: 

grupo controle (solução salina), grupo PGF 1 (aplicação de 1 mg de dinoprost 

trometamina) e grupo PGF 10 (aplicação de 10 mg de dinoprost trometamina). 

Seis horas após a aplicação de PGF 2α, foram coletados fragmentos teciduais 

de CL por biópsia guiada por ultrassonografia transvaginal, para a quantificação 

gênica de FGF por RT-qPCR. Não foi encontrada diferença estatística na 

expressão dos fatores após o tratamento com PGF 2α, contudo, os níveis de 

expressão de FGF 2 foi significativamente maior no grupo tratamento controle 

D2 em relação ao grupo controle do D8 (P=0,01), sugerindo que são ativados na 

angiogênese, mas que na fase de manutenção estes níveis diminuem para ação 

de outros fatores. Conclui-se que o RNAm de FGF 2 e 7 foram expressos no 

tecido luteínico na fase de luteogênese e de manutenção participando na 

sinalização celular e formação CL. 

Palavras-chave: angiogênese, biópsia luteínica, equino, prostaglandina.
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ABSTRACT 

 

SCHMITH, R.A. EXPRESSION OF FIBROBLAST GROWTH FACTOR DURING 

LUTEOGENESIS AND LUTEOLISIS OF CORPUS LUTEUM IN MARES. 

Botucatu - SP. 2016, p.42. Dissertação (Mestrado) - Faculdade de Medicina 

Veterinária e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista. 

 

The fibroblast growth factors (FGFs) has a participation on the cell differentiation, 

angiogenesis and corpus luteum (CL) development. The FGF acts in conjunction 

with the glycoprotein heparin sulfate (HSPG) to activate its receptor (FGFR) and 

induce various cellular responses. Thinking on it, this study aimed to describe the 

gene expression of FGF 2 and 7 in the luteal tissue during the mares diestrus, 

and investigate the effect of the treatment with different doses of prostaglandin 

(PGF 2a) on its expression. For this study, 18 mares were used. The study was 

divided into two stages according to the development of luteal phase: D2 to 

luteogenesis and D8 to CL maintenance phase. The mares were divided into 

three treatment groups (n= 3 mares/group) according to the treatment to be 

performed: control group (saline solution), group PGF 1 (1 mg of dinoprost 

tromethamine) and group PGF 10 (10 mg of dinoprost tromethamine). Six hours 

after PGF 2a injection, CL tissue samples were collected by biopsy guided by 

transvaginal ultrasound, for the quantitation of the FGF gene expression by RT-

qPCR. There was no statistical difference in the expression of factors following 

the treatments with PGF 2a, however, FGF 2 expression levels was significantly 

higher in the control group at D2 when compared  with the control group at D8 

(p=0.01), suggesting that FGF 2 are activated in angiogenesis, but in the 

maintenance phase, decrease to other factors action. It was concluded that FGF 

2 and 7 mRNA expressed on luteal tissue on luteogenisis phase and 

maintenance participate in cell signaling and CL formation. 

 

 

Keywords: angiogenesis, luteal biopsy, equine, prostaglandin



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 1 



 

 

1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 

O CL é uma glândula transitória responsável pela síntese de progesterona 

(P4) e caracterizado pela rápida remodelação, diferenciação e morte celular 

(O’SHEA; RODGERS; D’OCCHIO, 1989). 

As células esteroidogênicas do CL são responsáveis pela síntese e 

liberação de P4 na circulação sistêmica (TAMADA et al., 2010). Sua regressão 

ocorre devido à secreção endometrial de PGF 2α. Tanto o desenvolvimento 

como a regressão do CL são mediadas por hormônios com ação luteotrófica ou 

luteolítica.  

O desenvolvimento, manutenção e regressão do CL estão estritamente 

relacionados com o extenso sistema vascular ovariano (GINTHER et al., 2007). 

Um adequado aporte sanguíneo é essencial para o desenvolvimento normal do 

CL e para a sua função secretora (ACOSTA; MIYAMOTO, 2004). A contínua 

formação e regressão de redes vasculares a partir de vasos pré-existentes do 

sistema reprodutivo é mediada por diversos fatores angiogênicos. 

 A ativação do  FGF-FGFR na biologia celular desempenha um papel de 

regulador da homeostase e processos regenerativos, assim como no 

desenvolvimento embrionário (CARMELIET; JAIN, 2000). As suas ações são 

sinalizadas por receptores de superfície celular, juntamente com a dimerização 

com o HSPG. A ativação inadequada do sistema pode causar patologias 

esqueléticas, olfativas, distúrbios metabólicos, neoplasias e alteração do 

equilíbrio angiogênico (HANAHAN; FOLKMAN, 1996).  

A angiogênese inicia com a degradação da membrana basal e ativação 

das células endoteliais que deverão migrar e proliferar formando novos vasos 

sanguíneos(CARMELIET, 2000). Estudos em bovinos, sugerem que membros 

da família do FGF participam da diferenciação luteínica, principalmente no 

controle da angiogênese, durante o desenvolvimento e regressão do CL (SALLI 

et al., 1998; BERISHA; SINOWATZ; SCHAMS, 2004; CASTILHO et al., 2008).  

Deste modo, o presente estudo visa descrever a expressão de membros 

do FGF 2 e 7 no CL de equinos. Além de, possíveis distúrbios no 

desenvolvimento da rede vascular luteínica e na função secretora do CL devido 

ao tratamento com fármacos de ação antiluteogênica em diferentes momentos 



 

 

do ciclo estral, contribuindo para o entendimento dos fenômenos vasculares e 

hormonais durante a luteogênese e luteólise induzida em éguas. 

 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 
2.1. Corpo Lúteo 

 

O CL é uma glândula endócrina transitória secretora de P4. A vida útil do 

CL pode ser dividida em três estágios: luteogênese, fase de manutenção e 

luteólise (GINTHER, 1992). Em equinos, a luteogênese tem início ainda durante 

o processo de maturação folicular (WUTTKE et al., 1998) e é concluída três dias 

após a ovulação  (NISWENDER; NETT, 1993), quando a máxima proliferação 

de vasos sanguíneos no CL é detectada (AL-ZI’ABI; WATSON; FRASER, 2003). 

Após a ovulação, a transformação estrutural das células das camadas 

foliculares em células luteínicas se torna um processo irreversível. O processo 

de divisão é interrompido e iniciam a diferenciação e expressão de novas 

moléculas, causando uma hipertrofia das células que de 10 µm podem chegar 

até 37 µm de diâmetro (STOCCO; TELLERIA; GIBORI, 2007; GINTHER, 1992). 

Nas espécies domésticas os CLs são compostos por células grandes e 

pequenas sendo derivadas da camada folicular granulosa que secretam altas 

concentrações de P4 e a teca interna que respondem ao hormônio luteinizante 

(LH) e secretam baixos níveis de P4, respectivamente (KOOS; HANSEL, 1981; 

FITZ et al., 1982). Além disso, possui células não luteínicas como fibroblastos, 

células musculares lisas, células endoteliais e macrófagos (TOWNSON; LIPTAK, 

2003). 

 A principal finalidade desta reorganização celular é a síntese de P4. A 

proteína reguladora da esteroidogênese STAR transporta o colesterol livre em 

forma de lipoproteínas para o interior da membrana mitocondrial interna. No 

interior da membrana ocorre o aumento da ação das enzimas P450 clivadora de 

cadeia lateral (P450scc) e a 3β-hidroxiesteroide desidrogenase (3β-HSD), que 

convertem o colesterol em P4 (FRASER et al., 2000; WATSON, 2000; BEG et 

al., 2005). 



 

 

Uma intensa neovascularização é observada no CL em formação e este 

fenômeno é modulado por diferentes fatores angiogênicos de origem ovariana e 

uterina (BERISHA; MEYER; SCHAMS, 2010). Um adequado aporte sanguíneo 

tecidual é essencial para o fornecimento de oxigênio e nutrientes para as células-

alvo ovarianas. Para tanto, fatores inibitórios e estimuladores atuam 

simultaneamente para propiciar o contínuo desenvolvimento do sistema vascular 

do trato reprodutivo (ALLEN; GOWER; WILSHER, 2007). 

 

2.2. Angiogênese 
 

Os vasos sanguíneos podem ser originados por dois mecanismos 

distintos: vasculogênese e angiogênese. Vasculogênese é o processo de 

formação de vasos a partir de células precursoras denominadas angioblastos 

(RISAU, 1997), enquanto que angiogênese é a formação de novos vasos a partir 

de outros pré-existentes (FOLKMAN; SHING, 1992). Angiogênese é um 

processo complexo que requer interação espacial e temporal de múltiplos fatores 

regulatórios, seus receptores e vias de sinalização intracelular (EKLUND; 

OLSEN, 2006). Em éguas, a modulação deste fenômeno é fundamental tanto 

para a formação como para a manutenção do CL (FOLKMAN; SHING, 1992). A 

densidade microvascular aumenta durante a formação do CL e diminui na fase 

luteolítica (FERREIRA-DIAS et al., 2006) 

O CL é altamente vascularizado e sua nutrição é essencial para a 

manutenção da atividade metabólica e secretória. Para tanto, a rápida formação 

de uma extensa rede de capilares é fundamental para a adequada 

funcionalidade luteínica. Sendo assim, a angiogênese proporcionada pela 

proliferação e migração ordenada de células endoteliais merece destaque na 

formação do CL (REYNOLDS; KILLILEA; REDMER, 1992). Além da produção 

de progesterona, há evidências da participação de fatores parácrinos na 

migração, proliferação e diferenciação celular, necessária à angiogênese e 

formação do CL. Dentre eles destacam-se os fatores de crescimento do 

endotélio vascular (VEGF), o  FGF-1, FGF-2, FGF-7 e FGF-10,  (SALLI et al., 

1998; ROBINSON et al., 2007; CASTILHO et al., 2008) e as angiopoietinas 

(STOCCO; TELLERIA; GIBORI, 2007) que são, aparentemente, estimulados 

pelo LH (FRASER et al., 2005).  



 

 

O VEGF é composto por cinco membros distintos, dos quais se destaca o 

VEGF-A que é considerado um regulador da angiogênese (FERRARA, 2009). 

Contudo, estudos em equinos relatam que há uma maior proliferação das células 

no início da luteogênese e fase média da formação do CL, quando há maior 

expressão de RNAm que codifica a proteína VEGF nestas fases e, 

posteriormente, uma diminuição durante a luteólise natural e induzida. Indicando 

uma função parácrina do VEGF (AL-ZI’ABI; WATSON; FRASER, 2003). 

Historicamente, nos anos 80 observou-se a identificação, purificação e 

sequenciamento dos fatores pró-angiogênicos FGF 1 e 2 (MACIAG; MEHLMAN; 

FRIESEL, 1984; ITOH; ORNITZ, 2004). O FGF é uma das primeiras moléculas 

da classe dos fatores angiogênicos a ser descrita na estimulação da proliferação, 

migração e diferenciação das células in vivo e in vitro. Entre outras funções, 

participam da reparação tecidual, cicatrização de feridas, sobrevivência das 

células neurais e no desenvolvimento do pulmão e cérebro (BIKFALVI et al., 

1997). A sua capacidade de participar direta ou indiretamente em vários 

aspectos na morfogênese vascular tem dificultado as observações nos 

processos de formação de vasos alterados nos casos de neoplasias 

(JAVERZAT; AUGUSTE; BIKFALVI, 2002). 

Os FGFs endógenos ou exógenos, mas principalmente o FGF 2 são 

capazes de induzir reguladores da angiogênese como o VEGF na 

neovascularização de tumores e na sinalização das células endoteliais 

(SEGHEZZI et al., 1998; AUGUSTE et al., 2001) Os fatores de crescimento FGF 

2 e VEGF estão associados com uma excessiva angiogênese de micro vasos no 

câncer de próstata, melanoma, retinopatia diabética e artrite reumatoide (DOLL 

et al., 2001;STRAUME; AKSLEN, 2002). Estudos estão sendo desenvolvidos 

para a produção de inibidores de FGF e VEGF (ROSEN, 2000). 

Os fatores angiogênicos estimulam as células endoteliais a secretar 

proteases e ativar o plasminogênio, resultando na degradação da membrana 

basal do vaso, permitindo que células possam invadir a sua matriz. As células 

migram, proliferam e se diferenciam para formar um novo vaso. Para a formação 

de uma nova membrana basal são secretados fatores de crescimento derivado 

de plaquetas (PDGF), o qual vai atrair células de suporte tais como pericitos, que 

proporcionam estabilidade ao vaso (CARMELIET, 2000). Juntamente com a 

ação de outros fatores como as angiopoietina e efrinas que atuam na regulação 



 

 

da estabilidade (YANCOPOULOS et al., 2000). Os FGFs envolvidos na formação 

luteínica de equinos são pouco conhecidos e estão sendo revelados. O FGF 2 

foi descrito na formação do CL e sofre influência do LH (MAIA et al., 2016). 

 

2.3. Sistema FGF 
 

Os FGFs foram identificados por técnicas de purificação de proteínas a 

partir de fibroblastos ou com uma combinação de ferramentas de bioinformática 

e homologia baseada em PCR. Sendo uma das maiores famílias de fatores de 

crescimento constituído de 23 membros, com variação de massas moleculares 

de 17 a 34 kDa, compartilham uma homologia de sequência de 15-85% (Figura 

1) (RUBIN et al., 1989; YAMASAKI et al., 1996; YAMASHITA; YOSHIOKA; ITOH, 

2000; ITOH; ORNITZ, 2008). Foram descritos na classe dos mamíferos 

(YAMASHITA; YOSHIOKA; ITOH, 2000; ORNITZ; ITOH, 2001). Os FGFs estão 

subdivididos em seis subfamílias de acordo com a sua análise filogenética  

(ITOH; ORNITZ, 2004). As subfamílias FGF são agrupadas de acordo com a 

atuação autócrina, parácrina ou endócrina (GOETZ; MOHAMMADI, 2013). 

 

Figura 1: Subdivisão da família FGF de acordo com a atuação autócrina, parácrina ou endócrina. 

 

 

 

A família FGF estimula diversas funções como proliferação e divisão 

celular, diferenciação embrionária e a morfogênese por ligação dos FGFRs. 



 

 

Dentre outras características importantes destacam-se a regulação da 

homeostase, cicatrização de feridas, reparação de tecidos e angiogênese 

(FINCH; RUBIN, 2004). Desempenham funções versáteis durante o ciclo da 

vida, iniciando na maturação de células germinativas, no desenvolvimento 

embrionário até na fase adulta, quando se torna um regulador da homeostase, 

reparador tecidual e controlador das vias metabólicas do colesterol e fosfato 

sérico (GORIELY, 2003; GLASER et al., 2003; FELDMAN et al., 1995; 

MCINTOSH; BELLUS; JABS, 2000; YU et al., 2000; HOLT et al., 2003; WHITE 

et al., 2000;SHIMADA et al., 2004). 

Os FGFs apresentam correlação de aproximadamente 90% na sequência 

de aminoácidos na sua região central homóloga com um tamanho variando entre 

17 e 34 kDa. A partir destas características, os membros da FGF podem ser 

agrupados em subfamílias com base nas propriedades funcionais e nas suas 

similaridades (ITOH; ORNITZ, 2004; ZHANG et al., 2006). Quatro genes distintos 

(FGFR-1 a 4) codificam receptores de alta afinidade que interagem com os 

membros da família FGF (KIM et al., 2001; SLEEMAN et al., 2001). 

Nos mamíferos, os FGFR são proteínas que possuem uma região 

extracelular com três domínios de imunoglobulinas (D1, D2 e D3), uma hélice na 

região transmembranar e um domínio citoplasmático com proteínas quinase 

(PTK) (Figura 2). Uma característica única de FGFR é a presença de uma 

extensão de resíduos de ácido no ligante entre D1 e D2, que é chamado de caixa 

de ácido (MOHAMMADI; OLSEN; IBRAHIMI, 2005). Região carregada 

positivamente em D2, que serve como um local de ligação para HSPG 

(SCHLESSINGER et al., 2000). Acredita-se que o primeiro domínio de tipo Ig, 

D1, desempenha um papel na inibição automática do receptor, enquanto que o 

segundo e terceiro domínios compreendem o local de ligação do ligante (OLSEN 

et al., 2004). 



 

 

 

Figura 2: FGFR com os três domínios (D1, D2 e D3) de imunoglobulinas extracelular, a caixa 

ácida em vermelho e as proteínas quinase (PTK) no domínio intracelular. 

  

Os FGFR são codificados por quatro genes FGFR 1, FGFR 2, FGFR 3, 

FGFR 4.A ligação alternativa no domínio D3 dá origem as isoformas b e c, 

produzindo um total de sete receptores (MOHAMMADI; OLSEN; IBRAHIMI, 

2005; ESWARAKUMAR; LAX; SCHLESSINGER, 2005). Além disso, 

demonstrou-se que a isoforma FGFR 2b é exclusivamente expressa em células 

epiteliais (também designados como KGFR), e que o FGFR 2c é expresso 

exclusivamente em células mesenquimais (ORR-URTREGER et al., 1993). 

(Tabela 1). Cada tipo celular pode expressar receptores de alta e baixa afinidade. 

Os sítios de ligações de FGFR quando expostos ao FGF e ao tratamento com 

heparinases observaram que HSPG se ligava no domínio de baixa afinidade 

(MOSCATELLI, 1987). O HSPG é um glicosaminoglicano altamente sulfatado  

que potencializa a atividade mitogênica do FGF 1 e 2 nas células endoteliais 

(SHING et al., 1984; MACIAG; MEHLMAN; FRIESEL, 1984). Estão presentes na 



 

 

matriz extracelular das células e servem como co-receptores para o FGF 

(ORNITZ, 2000). HSPG se liga ao domínio D2 de baixa afinidade de FGFR que 

não transmite um sinal biológico, mas funciona como uma molécula acessória 

que regula a ligação de FGF. A ligação de FGF ao HSPG no domínio extracelular 

do FGFR induz a dimerização, a ativação e a auto fosforilação dos múltiplos 

resíduos de tirosina no domínio citoplasmático (SCHLESSINGER et al., 2000). 

 

TABELA 1:  FGFRs e seus ligantes específicos. Adaptado de Eswarakumar e Schlessinger, 

2005. 

  

 

Na interação entre o FGF e o FGFR, ocorre dimerização e fosforilação do 

receptor para que um sinal seja traduzido em uma resposta biológica (Figura 3) 

(JOHNSON; WILLIAMS, 1993). A ativação da tirosina quinase é mediada por 

transdução de sinal de fosforilação direta ou por fosforilação de proteínas 

adaptadoras (KLINT; CLAESSON-WELSH, 1999). A sinalização é por 

recrutamento de proteínas que se ligam em locais de auto fosforilação do 

receptor ou por ligações na região transmembranar dos domínios da proteína de 

ancoragem (FRS 2) (ONG et al., 2000; DHALLUIN et al., 2000).  Proteínas como 

RAS, GAB, FRS2 e MAKP são fosforiladas e estimulam as vias de sinalização 

intracelular a controlar a proliferação, diferenciação, migração e sobrevivência 

celular (KOUHARA et al., 1997). 



 

 

 

Figura 3: FGF-FGFR com a ligação de HSPG no domínio 2, a auto fosforilação das proteínas 

quinase (PTK) no domínio intracelular e ativação de proteínas de ancoragem FRS 2 e RAS. 

 

Na espécie bovina a expressão gênica de FGFs no tecido luteínico foi 

descrita, sugerindo a sua participação no controle e desenvolvimento luteínico 

(SALLI et al., 1998; BERISHA; SINOWATZ; SCHAMS, 2004; CASTILHO et al., 

2008). Dentre eles destacam-se os FGFs 2, 7 e 10, sendo que o FGF 2 e 7 tem 

alta expressão do RNAm durante a luteogênese, caracterizando o seu 

envolvimento na angiogênese (BERISHA et al., 2006b; BERISHA et al., 2006a). 

Castilho et al. (2008) relataram a expressão do FGF 10 e do seu receptor FGFR 

2B durante a luteogênese. Adicionalmente, a expressão do receptor aumentou 

durante a luteólise sugerindo uma função do FGFR 2B no remodelamento 

tecidual e apoptose durante a fase de regressão do CL. 

 



 

 

2.3.1. Fator de Crescimento Fibroblástico 2 
 

A sinalização do FGF pode ser de forma parácrina ou autócrina. O FGF 2 

normalmente é produzido como uma isoforma citoplasmática de 18 kDa. Mas 

pode formar outras quatro isoformas com alta massa molecular, que tem uma 

sequência adicional de N-terminal e funciona como um direcionador nuclear 

(BIKFALVI et al., 1995; ARESE et al., 1999).  Além disso, os monócitos sinalizam 

e induzem o FGF 2 para o local da formação de novos vasos (ARRAS et al., 

1998). Após uma isquemia, são capazes de promover a formação de uma 

circulação colateral (RINSCH et al., 2001).  

O FGF 2 faz a ativação da PTK ativada pelo mitógeno (MAK) para sinalizar 

o mecanismo de ação da morfogênese tubular e diminuir a apoptose 

(MATSUMOTO et al., 2002). FGF 2 promove a proliferação e migração de células 

endoteliais diretamente por da sinalização de FGFR 1 ou FGFR 2  (OLADIPUPO 

et al., 2014; XIAO et al., 2015). 

Na espécie bovina há participação de FGF 2 e 7 no desenvolvimento e 

regressão do CL (SALLI et al., 1998; NEUVIANS; BERISHA; SCHAMS, 2004; 

CASTILHO et al., 2008). A subfamília do FGF 2 é representada pelos membros 

FGF 1 e 2. O FGF 2 foi um dos primeiros a ser identificado no CL de bovinos 

(SCHAMS et al., 1994; VAN WEZEL et al., 1995) e há alto grau de expressão 

gênica deste membro no tecido luteínico (NEUVIANS; BERISHA; SCHAMS, 

2004). O FGF 2 participa do processo de proliferação das células endoteliais 

luteínicas (JOHNSON et al., 2002). Robinson et al. (2007) detectaram este fator 

em altas concentrações no desenvolvimento luteínico, confirmando a função 

angiogênica no CL. No cultivo in vitro de células luteínicas bovinas o FGF 2 está 

presente na fase de manutenção e final do desenvolvimento (WOAD et al., 

2012). Este também estimula a secreção de prostaglandinas nas células 

luteínicas bovina (KOBAYASHI et al., 2001). 

  



 

 

2.3.2. Fator de Crescimento Fibroblástico 7 
 

O fator de crescimento dos queratinócitos (KGF I), também conhecido 

como FGF 7, foi identificado na parte superficial do epitélio ovariano (PARROTT 

et al., 2000) e nas células da teca (PARROTT et al., 1994; PARROTT; SKINNER, 

1998; BERISHA; SINOWATZ; SCHAMS, 2004).  

O FGF 7 e o FGF 10 regulam a proliferação e diferenciação de 

queratinócitos. Ambos são produzidos por células de origem mesenquimal e 

agem por ativação do FGFR 2b expresso predominantemente nas células 

epiteliais. Está presente na reparação da lesão tecidual e na cicatrização de 

feridas (FINCH et al., 1996; WERNER, 1998)  

Este membro possui maior afinidade ao receptor FGFR 2B que está 

situado nas células epiteliais (ORNITZ; ITOH, 2001). O FGF1 e 2 ativam a 

maioria dos FGFRs, enquanto que o FGF 7 ativa predominantemente um FGFR, 

o '' b '' forma de união de FGFR 2. A regulação da especificidade do FGF-FGFR 

na ligação alternativa do D3 foi demonstrada com FGF 7, utilizando um “loop” 

autócrino. Descobriu-se que este era variante FGFR 2 e splicing alternativo “b” 

(MIKI et al., 1991). A expressão de FGF 7 está presente desde o processo 

maturação folicular e formação do CL em bovinos. Uma das suas funções é a 

angiogênese desde a maturação folicular, ovulação e formação do CL em 

bovinos (BERISHA et al., 2006b; SALLI et al., 1998). 

 

2.3.3. Fator de Crescimento Fibroblástico 10 
 

Outro importante membro da subfamília 7 é o fator de crescimento dos 

queratinócitos (KGF II ou FGF 10). Tanto sua função quanto sequência gênica e 

estrutural são muito similares ao FGF 7 (EMOTO et al., 1997; OHUCHI et al., 

2000), sendo considerado um fator de crescimento de origem mesenquimal e 

regulador de eventos morfogênicos  (CHEN; SPENCER; BAZER, 2000). A 

regulação da expressão dos KGFs I e II em ovinos não foi observada por  (CHEN; 

SPENCER; BAZER, 2000). Porém, o mesmo foi expresso durante o 

desenvolvimento do CL de bovinos, assim como a expressão do seu receptor 

FGFR 2B aumentou no início da luteólise. Estes achados sugerem um papel 



 

 

específico na apoptose e remodelamento tecidual do CL em regressão (SALLI 

et al., 1998).  

 

2.3.4. Receptor do Fator de Crescimento Fibroblástico 2B 
 
Os receptores FGFR 1 e 2 do tipo tirosina quinase estão presentes no 

epitélio,  podendo, interagir e estimular a proliferação, migração, produção de 

protease, morfogênese tubular e a motilidade celular  (NAKAMURA et al., 2001). 

Após a interação do HSPG com FGF a molécula estabiliza, facilita a ligação de 

FGF com FGFR e serve como reservatório (GOSPODAROWICZ; CHEN, 1986; 

SAKSELA et al., 1988; SCHLESSINGER; LAX; LEMMON, 1995), mas a sua 

principal função é promover a conexão de um FGF com um receptor 

(CUNNINGHAM et al., 1991; DE VOS; ULTSCH; KOSSIAKOFF, 1992). 

Receptores de dimerização como os  (RTK) tem seus domínios 

citoplasmáticos muito próximos, proporcionando a auto fosforilação e 

consequentemente, ativação das vias de sinalização (YARDEN; ULLRICH, 

1988).  Quando há uma desregulação na transdução de sinal dos RTK pode 

ocorrer as mutações (BREGMAN; SIPES, 1986).  A maioria das mutações 

resultam em formas mais ativadas do receptor, por causa de uma melhor ligação 

ao ligante devido a uma mudança do domínio extracelular (ECD) (AHMAD; 

IWATA; LEUNG, 2012). 

Sleeman et al. (2001) estudaram alguns receptores FGFR 1 e FGFR 2 

com a expressão das isoformas “b” e “c” nos diferentes estágios de 

desenvolvimento do CL bovino. A expressão do RNAm do FGFR 2b foi detectada 

por RT-qPCR, sugerindo importantes funções deste receptor no CL bovino 

(CASTILHO et al., 2008). Neuvians, Berisha e Schams (2004) relataram 

aumento da expressão dos FGFRs durante a luteólise induzida pela aplicação 

de PGF 2α, sugerindo a participação dos FGFs no controle da luteólise e o 

possível envolvimento na modulação da reação inflamatória que se estabelece 

durante a regressão luteínica.  

 

2.4. Luteólise 
 

Em éguas, a fase luteínica encerra-se espontaneamente entre os dias 13 

e 16 pós-ovulação devido à secreção endometrial de PGF 2α (GINTHER, 1992). 



 

 

Este é considerado um fenômeno rápido, já que a concentração plasmática de 

P4 é menor que 2ng/mL com aproximadamente 23 horas após o início da 

luteólise (GINTHER; HANNAN; BEG, 2011). 

A regressão funcional é caracterizada pela queda na produção de 

progesterona e a regressão estrutural é a morte celular do tecido, causada pela 

secreção de PGF 2α uterina (DOUGLAS; GINTHER, 1975). Fisiologicamente, a 

regressão funcional ocorre após o 10° dia pós-ovulação, sendo que no 16° dia 

as células diminuem de tamanho e no 20° dia inicia a degeneração celular (VAN 

NIEKERK; MORGENTHAL; GERNEKE, 1975). 

Os primeiros estudos sobre a relação entre a PGF e a luteólise foram em 

bovinos, suínos, equinos, ovinos e foi observado que nessas espécies a 

histerectomia prolongava a vida útil do CL, indicando que a PGF é de origem 

uterina (WILTBANK; CASIDA, 1956; ANDERSON; BUTCHER; MELAMPY, 

1961; MOOR; ROWSON, 1966; GINTHER; FIRST, 1971). Nos anos 70 

descobriu-se que as éguas eram responsivas a fatores luteolíticos e que a PGF 

2α poderia ser administrada com doses entre 1 a 25 mg (GINTHER; FIRST, 

1971; DOUGLAS; GINTHER, 1972).  

O cultivo de células luteínicas equina in vitro demonstrou que estas 

secretam PGF, PGE e 6-keto-PGF (WATSON; SERTICH, 1990). Foi 

demonstrado que as células luteínicas exercem uma modulação e uma 

retroalimentação autócrina intraluteal, aumentando a produção e o efeito 

luteolítico da PGF 2α (TSAI; WILTBANK, 1997; BEG et al., 2005; GALVAO et al., 

2010; GALVÃO; FERREIRA-DIAS; SKARZYNSKI, 2013; GALVÃO et al., 2013). 

De acordo com Ginther (1992) o CL equino é refratário à PGF 2α durante 

os quatro primeiros dias do ciclo estral. Entretanto, o tratamento com PGF2α 

durante os primeiros dias pós-ovulação pode resultar na regressão parcial do CL 

acompanhada pela diminuição transitória da concentração plasmática de P4 

(TROEDSSON et al., 2001; NIE et al., 2003). Estes achados sugerem que o CL 

de éguas pode sofrer uma regressão parcial, de forma semelhante ao descrito 

em bovinos (CUERVO-ARANGO; NEWCOMBE, 2012), seguida pela 

ressurgência do CL com a retomada da síntese de P4. Porém, Coffman et al. 

(2014) ao realizarem os tratamentos em éguas com PGF 2α durante os primeiros 

4 dias após a ovulação, sendo que em D0, D1 e D2 o tratamento foi realizado 2 

vezes ao dia e em D3 e D4 uma vez ao dia, descreveram o efeito antiluteogênico 



 

 

das células luteínicas, e afirmaram que são responsivas a PGF 2α logo após a 

ovulação. Desta forma, diminuindo o intervalo interovulatório e sem efeitos 

adversos sobre a ovulação posterior, função luteínica e prenhez.  

Diversas citocinas foram investigadas e testadas no cultivo de células 

luteínicas equina, dentre estas  fator de necrose tumoral (TNF), interferon gama 

(IFNG), fator pró-apoptótico fas ligante (FASL) e óxido nítrico (NO).  (BODMER; 

SCHNEIDER; TSCHOPP, 2002 ; FERREIRA-DIAS et al., 2011;  GALVÃO et al., 

2012b; GALVÃO; FERREIRA-DIAS; SKARZYNSKI, 2013; GALVÃO et al., 2013). 

Estas citocinas são expressas na luteólise e atuam como agentes luteolíticos 

diminuindo a atividade angiogênica (GALVÃO et al., 2012a). As citocinas são 

ativadas por vias de sinalizações associadas a apoptose, possuem potente 

propriedade vasodilatadora, além de inibir a adesão plaquetária e regular a morte 

celular  (ROSSELLI; KELLER; DUBEY, 1998; BOLDIN et al., 1995; HSU; XIONG; 

GOEDDEL, 1995; BODMER; SCHNEIDER; TSCHOPP, 2002). A interação entre 

elas, ocasiona a luteólise funcional que é caracterizado pela diminuição de P4 e 

PGE, juntamente com liberação de PGF 2α e causando a apoptose das células 

(GALVAO et al., 2010; GALVÃO et al., 2012a; GALVÃO et al., 2012b; GALVÃO; 

FERREIRA-DIAS; SKARZYNSKI, 2013; GALVÃO et al., 2013). 
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HIPÓTESE 

 

Os fatores de crescimento fibroblástico (FGFs) atuam em diferentes fases do 

desenvolvimento do corpo lúteo equino. A regressão induzida com PGF 2α altera 

a expressão dos FGFs em éguas? 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

  

 Descrever a expressão gênica dos FGFs no corpo lúteo de éguas; 

 Verificar a expressão gênica de fatores de crescimento fibroblástico 

(FGFs 2, 7 e 10) e do receptor (FGFR2B) no tecido luteínico durante as fases 

iniciais e metade do diestro; 

 Investigar se o tratamento com diferentes doses de prostaglandina 

durante as fases de formação e manutenção do CL exerce efeito sobre a 

expressão gênica dos FGFs.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 2



 

 

Expressão de fatores de crescimento fibroblásticos no desenvolvimento 

e regressão induzida do corpo lúteo de éguas 

  

Rubia Schmitha, Jair Camargoa, Yatta Boakaria, Fabiana Ferreira de Souzaa, Cezinande 

de Meiraa 

a Departamento de Reprodução Animal e Radiologia Veterinária, Universidade Estadual Paulista, 

Botucatu, São Paulo, Brasil 

 

Resumo 

O desenvolvimento e regressão do corpo lúteo (CL) é um processo fundamental para a 

eficiência do ciclo estral e manutenção da gestação das espécies domésticas. Com o 

intuito de entender os mecanismos fisiológicos desta glândula transitória e diminuir o 

intervalo interovulatório, estudos têm demonstrado que fatores de crescimento, citocinas 

e aplicação de agentes luteolíticos estão diretamente relacionados neste processo. Assim, 

o objetivo do estudo foi descrever a expressão do fator de crescimento fibroblástico (FGF) 

2 e 7 e o efeito do tratamento na expressão gênica destes fatores durante a luteogênese e 

luteólise induzida em éguas. Foram utilizadas 18 éguas, distribuídas aleatoriamente em 

três grupos experimentais: grupo controle (solução salina, n=3), grupo PGF 1 (aplicação 

de 1 mg de dinoprost trometamina, n=3) e grupo PGF 10 (aplicação de 10 mg de dinoprost 

trometamina, n=3). Os tratamentos foram realizados por administração de dose única, por 

via intramuscular nos momentos D2 e D8, considerando como D0 o dia da ovulação da 

égua. Após, seis horas da aplicação do tratamento foram coletados fragmentos teciduais 

do CL para a quantificação gênica de FGF por RT-PCR. Os FGF 2 e 7 são expressos no 

tecido luteínico de éguas. Não observamos diferença estatística na expressão dos fatores 

após o tratamento com as diferentes doses PGF 2α. Contudo, os níveis de expressão de 

FGF 2 foi significativamente maior no grupo controle D2 em relação ao grupo controle 

de D8 (P=0,01), sugerindo que são ativados na angiogênese, mas que na fase de 

manutenção estes níveis diminuem para ação de outros fatores. Conclui-se que o RNAm 

de FGF 2 e 7 foram expressos no tecido luteínico de equinos na fase de luteogênese e de 

manutenção, sugerindo a sua participação na sinalização celular e formação CL. 

 

Palavras chave: angiogênese, prostaglandina, biópsia luteínica, equino, RNAm 



 

 

1. Introdução 

 

O CL é uma glândula transitória, formada após a ovulação do folículo, responsável 

pela síntese de progesterona (P4) e caracterizada pela rápida remodelação, diferenciação 

e morte celular [1]. Logo, a completa compreensão dos mecanismos moleculares 

regulatórios de seu desenvolvimento e regressão são importantes para aumentar a 

eficiência da sincronização do ciclo estral assim como da manutenção da gestação.  

Uma intensa neovascularização é observada no CL em formação e este fenômeno 

é modulado por diferentes fatores angiogênicos de origem ovariana e uterina [2]. Um 

adequado aporte sanguíneo tecidual é essencial para o fornecimento de oxigênio e 

nutrientes para as células-alvo ovarianas. Para tanto, fatores inibitórios e estimuladores 

atuam simultaneamente para propiciar o contínuo desenvolvimento do sistema vascular 

do trato reprodutivo [3]. A angiogênese inicia com a degradação da membrana basal e 

ativação das células endoteliais que deverão migrar e proliferar formando novos vasos 

sanguíneos  [4]. 

A família FGF estimula diversas funções como proliferação e divisão celular, 

diferenciação embrionária e morfogênese por ligação do FGF a superfície do receptor 

FGFRs. Dentre outras características importantes destacam-se a regulação da 

homeostase, cicatrização de feridas e reparação de tecidos [5]. Os membros da família 

FGF apresentam correlação de aproximadamente 90% na sequência de aminoácidos na 

sua região central homóloga com tamanho variando entre 17 e 34 kDa. A partir destas 

características, os membros da FGF são agrupados em subfamílias com base nas 

propriedades funcionais e nas suas similaridades [6-7]. Quatro genes distintos (FGFR-1 

a 4) codificam receptores de alta afinidade que interagem com os membros da família 

FGF [8-9]. Na interação entre o FGF e o FGFR, ocorre dimerização e fosforilação do 

receptor para que um sinal seja traduzido em uma resposta biológica [10]. 

O desenvolvimento e a regressão do CL são mediados por hormônios com ação 

luteotrófica ou luteolítica. Na espécie equina, a regressão estrutural é causada pela 

apoptose celular, já a luteólise funcional é desencadeada por um aumento na pulsatilidade 

de 13,14-dihydro-15-keto-PGF (PGFM) e é concluída em menos de 24 horas após o início 

da redução abrupta na concentração plasmática de P4 [11]. Na ausência da prenhez o CL 

regredi com a liberação pulsátil de prostaglandina 2α (PG F2α) pelo útero [12]. Portanto, 

os objetivos do presente estudo foram descrever a expressão dos FGF 2 e 7 durante a 

luteogênese e luteólise induzida.  



 

 

2. Material e métodos 

 

2.1. Animais 

Todos os procedimentos com os animais foram aprovados pela comissão de ética 

no uso de animais da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia - Unesp - Botucatu, 

número 34/2015. Foram utilizadas 18 éguas com escore corporal (6,0 a 8,0) [13] e idade 

entre 6 a 15 anos, pertencentes ao Departamento de Reprodução Animal e Radiologia 

Veterinária, UNESP, Botucatu - SP, Brasil. Os animais foram alimentados com feno 

Coast-Cross (Cynodon Dactylon), ração concentrada, suplementação mineral e água ad 

libidum. Somente éguas com temperamento dócil, ausência de anormalidades uterinas e 

ovarianas foram utilizadas.  

2.2. Delineamento Experimental 

O acompanhamento do desenvolvimento folicular foi realizado uma vez ao dia até 

a detecção de um folículo pré-ovulatório >35mm de diâmetro associado ao edema uterino. 

Em seguida, realizou o tratamento com o indutor de ovulação, (2.500 UI de hCG; 

CalBiochem, La Jolla, CA). Posteriormente, os exames ultrassonográficos foram 

realizados a cada seis horas para determinar o momento da ovulação. 

Para este estudo, foram utilizadas 18 éguas. O estudo foi dividido em dois grupos 

experimentais conforme a fase de desenvolvimento luteínica, D2 para a fase de 

luteogênese e D8 fase de manutenção do CL, considerando D0 como dia da ovulação. As 

éguas foram distribuídas em três grupos tratamentos (n=3 éguas/grupo) de acordo com o 

tratamento a ser realizado: grupo controle (solução salina), grupo PGF 1 (aplicação de 1 

mg de dinoprost trometamina) e grupo PGF 10 (aplicação de 10 mg de dinoprost 

trometamina). Seis horas após a aplicação de PGF 2α. Foram coletados fragmentos 

teciduais do CL e armazenados a -80°c para posterior análise. 

2.3. Coleta de fragmentos teciduais de CL  

A coleta de tecido luteínico foi realizada como descrita por Beg et al.[14] e Slough 

et al. [15] pela técnica de biópsia guiada por ultrassonografia transvaginal. Todas as éguas 

foram sedadas com 20μg/kg de detomidina (Dormiun V – Agener União, São Paulo, BR) 

e o relaxamento retal induzido com 0,2mg/kg de butilbrometo de escopolamina 

(Butylscopolamina - Sigma Pharma, São Paulo, BR). Os procedimentos foram realizados 

utilizando agulha de biópsia modelo Trucut acoplada a um guia com transdutor convexo 

endocavitário. O fragmento luteínico foi coletado 6 horas após o tratamento e armazenado 

a -80°C.   



 

 

2.4. PCR em tempo real 

A extração de RNA das amostras de tecido luteínico foi realizada utilizando o 

protocolo Trizol (Trizol® Reagent, Invitrogen Corp, Califórnia, EUA), de acordo com as 

instruções do fabricante. As concentrações de RNA foram mensuradas por 

nanoespectrofotômetro (Nanodrop® 2000 Espectrophotometer, Thermo Scientific, 238 

Wilmington, EUA). O extrato total de RNA foi armazenado a -80°C até a transcrição 

reversa.  

Para de evitar uma eventual contaminação por DNA genômico, que poderia 

interferir nos resultados, todas as amostras de RNA total foram tratadas com DNAse antes 

de serem submetidas ao RT-qPCR. De acordo com as instruções do protocolo DNAse I – 

Amplification Grade (Invitrogen, Califórnia, EUA), o volume da solução de RNA total a 

ser tratado com DNAse foi calculado a fim de conter 1μg de RNA total. A este volume, 

foram adicionados 1μl de tampão DNAse, 1μl de DNAse I (1unidade/μl) e água “RNAse 

free” suficiente para completar 10μl. Essa solução permaneceu em temperatura ambiente 

durante 15 minutos e, em seguida, acrescentou 1μl de EDTA (25mM). A amostra foi 

incubada a 65°C por 10 minutos para inativação da enzima e então as amostras foram 

submetidas à reação de transcrição reversa. Para este processo, utilizou-se kit comercial 

(Ominiscript, Qiagen Incoporation, Valencia, CA) com oligonucleotídeo poli T (12 a 18 

nucleotídeos). Após sua síntese, o cDNA foi estocado a -20°C. 

Para amplificação dos genes foi realizado ensaio de RT-qPCR utilizando o sistema 

Fast 7500 instrument (Applied Biosystems, Foster City, CA) com Power Sybr®Green 

PCR Master Mix (Applied Biosystems, Califórnia, EUA), juntamente com os 

oligonucleotídeos iniciadores correspondentes a cada gene. Os oligonucleotídeos 

iniciadores utilizados foram delineados a partir de sequências disponíveis no banco de 

dados GenBank (Tabela 1). O programa de amplificação foi de ciclos térmicos comuns 

(3 minutos de desnaturação a 95°C, 40 ciclos de 15” a 95°C, 30” a 60°C e 30” a 72°C). 

Diferenças na taxa de expressão dos genes alvos foram normalizadas pela abundância de 

expressão do controle endógeno (GAPDH). A expressão relativa dos genes analisados foi 

determinada pelo método ΔΔCt e corrigida pela eficiência de amplificação das reações. 

 

 

 

 



 

 

Tabela 1: Primers utilizados para RT-qPCR para os genes alvo e o endógeno nos corpos 

lúteos equino. 

 

 

2.4 Análise Estatística 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando programa R versão 3.2.2. Para 

verificação da normalidade da amostra, foi aplicado o teste Shapiro - Wilk. A comparação 

dos valores de expressão gênica do FGF 2 e 7 entre os tratamentos, foi realizada com o 

teste ANOVA e para comparação de cada tratamento nos diferentes momentos, foi 

realizado Teste T pareado, com nível de significância de 5% (p<0,05). 

 

3. Resultados: 

 

O RNAm de FGF 2 e 7 foi detectado no CL de equino e os níveis de expressão 

não foram diferentes entre os tratamentos. Não foram observadas diferenças estatísticas 

na expressão dos fatores após os dois tratamentos com PGF 2α (Figura 1). 

Os níveis de expressão de FGF 2 foi significativamente maior no grupo controle 

D2 em relação ao grupo controle de D8 (P=0,01) (Figura 2). Contudo FGF 7 não se 

alterou. 

  



 

 

 

  

Figura 1: Expressão relativa do fator de crescimento fibroblástico (FGF) 2 e 7 no CL de éguas após 

diferentes tratamentos com PGF 2α. 

 

  

FIGURA 2: Expressão de FGF 2 e 7 no CL de égua em dois momentos distintos D2 e D8, considerando 

D0 como o dia da ovulação. 



 

 

4. Discussão:   

 

Estes dados demonstram a expressão gênica de FGF 2 e 7 no CL equino. O FGF 2 pode 

ter efeitos específicos para cada espécie, em bovinos e ratos é capaz de inibir a produção 

de estradiol pelas células da granulosa [16-17]. Em ovinos, tornou-se um marcador da 

fase de transição da produção para esteroides, porque sua expressão diminui com o 

crescimento folicular [18]. Já no processo de luteinização está presente na diferenciação 

das células da granulosa de bovinos influenciando as células endoteliais vasculares e as 

células luteínicas [19-20- 21]. Além de estar diretamente relacionado com a proliferação 

de capilares que acompanham a seleção do folículo dominante, e ter efeitos sinérgicos na 

angiogênese [22]. O FGF 2 é determinante para o surgimento vascular e fundamental para 

o desenvolvimento luteínico [23]. 

No presente estudo RNAm de FGF 2 e 7 foram detectados nas fases de 

luteogênese e manutenção do CL, mas não diferiu significativamente entre os grupos 

tratados, sugerindo a participação destes fatores na formação do CL. Estudos em bovinos 

demonstraram que FGF 2 estimula a proliferação celular e a secreção de P4 em células 

luteínicas [24-25]. Em murinos demonstrou-se o efeito de FGF 2 na produção de P4, pois 

regula a expressão da proteína star que é responsável por fazer a transferência de 

colesterol para a mitocôndria onde ocorrerá a conversão de colesterol em pregnenolona 

[26]. No nosso estudo a expressão do ligante FGF 2 diminuiu significativamente no D8 

em relação ao D2 no grupo controle (P=0,01), mas não diminuiu na regressão induzida 

do CL, sugerindo que são ativados na angiogênese luteínica e que na fase de manutenção 

estes níveis diminuem para ação de outros fatores.  

O FGF 7, que foi identificado pela primeira vez em células fibroblásticas de 

pulmão é um potente fator mitogênico, derivado de células mesenquimais [27-28]. A sua 

alta expressão está presente na cicatrização de feridas e estimula a epitelização por fazer 

a diferenciação e proliferação de células progenitoras do tecido [29-30]. No folículo 

ovariano de bovinos são produzidos pelas células da teca e granulosa fazendo uma 

interação mediada de forma parácrina por células mesenquimais e epiteliais [31]. No 

presente estudo verificamos a expressão de FGF 7, mas a sua expressão não se alterou 

com o desenvolvimento do CL, corroborando com o estudos em bovinos [32], o qual 

identificou o RNAm e a proteína de FGF 7 nas células luteínicas pequenas e grandes e a 

sua expressão não se alterou durante o diestro, contribuindo para o desenvolvimento do 

CL. 



 

 

Conclui-se que este estudo identificou a presença de FGF 2 e 7 no CL de éguas 

durante a fase de diestro, sugerindo a sua participação na sinalização celular e formação 

do CL. Ademais, mais estudos são necessários para o melhor entendimento sobre a 

luteogênese e luteólise do CL de éguas. 
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ANEXOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

FIGURA 4: Amplificação das amostras de corpo lúteo de éguas por RT-

PCR para o gene FGF 2. 

FIGURA 5: Amplificação das amostras de corpo lúteo de éguas por RT-

PCR para o gene FGF 7. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 6: Amplificação das amostras de corpo lúteo de éguas por RT-

PCR para o gene FGF 10. 

FIGURA 7: Amplificação das amostras de corpo lúteo de éguas por RT-

PCR para o gene FGFR 2B. 


