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NOVAES FILHO, L.F. Resposta luteal a PGF,y (Dinoprost Trometamina)
durante as fases de luteogénese e manutencdo do corpo Iuteo em éguas.
Botucatu. 2014. 65p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

Resumo

Estudos recentes tém demonstrado diferentes respostas do CL quando da
administracdo de prostaglandina F,q em diferentes doses e momentos. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do tratamento com baixas doses de
PGF,, sobre caracteristicas funcionais e estruturais de CLs em fases distintas
do diestro em éguas. As éguas foram distribuidas aleatoriamente em 8 grupos:
D2-NaCL (n=6; 2 mL de solucdo de NaCl a 0,9%); D2-Pgf (n=9; 10 mg de
Dinoprost Trometamina); D2-1/10Pgf (n=6; 1 mg de Dinoprost Trometamina);
D2-1/20Pgf (n=6; 0,5 mg de Dinoprost Trometamina); D8-NaCl (n=7; 2 mL de
solucéo de NaCl a 0,9%); D8-Pgf (n=6; 10 mg de Dinoprost Trometamina); D8-
1/10Pgf (n=7; 1mg Dinoprost Trometamina); D8-1/20Pgf (n=7; 0,5 mg de
Dinoprost Trometamina). A é&rea total do CL (AT), a perfusdo sanguinea
objetiva (PVO) e subjetiva (PVS) do CL e as concentracdes plasmaticas de
progesterona (P4) foram avaliados a cada 6 horas durante 48 horas (HO =
momento imediatamente antes do tratamento). A AT ndo sofreu interferéncia
da dose de PGF,, independente do dia de tratamento. A P4 apresentou uma
correlagcdo positiva com a PVO e PVS, sendo esta Ultima mais sensivel na
deteccéo das alteragbes de P4. O tratamento no D2 né&o foi capaz de induzir a
lutedlise completa em nenhuma égua enquanto que o tratamento no D8
promoveu lutedlise completa em todas as éguas do grupo controle positivo e
parcial e completa em algumas éguas dos grupos D8-1/10Pgf e D8-1/20Pgf.
Resposta dose-dependente da PGF,4 foi observada, ou seja, quanto menor a
dose aplicada menor as quedas em PVS e P4. Conclui-se que a resposta do
CL ao tratamento com diferentes doses de PGF,, depende da fase de

desenvolvimento do CL.

Palavras-chave: corpo luteo, lutedlise, égua, progesterona, prostaglandina Foq.
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NOVAES FILHO, L.F. Luteal response to PGF,, (dinoprost tromethamine)
during corpos luteum luteogenic and maintenance phases in mares. Botucatu.
2014. 65p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

Abstract

Recent studies have demonstrated different response of the CL to different
doses of prostaglandin F,q on differente moments. The present experiment
aims to evaluate the effect of treatments with PGF,4 low doses over functional e
structural characteristics of the CLs at two distintic stages. Mares were
randomly assigned into groups: D2-NaCL (n=6; 2 mL of saline solution); D2-Pgf
(n=9; 10 mg of Dinoprost Tromethamine); D2-1/10Pgf (n=6; 1 mg of Dinoprost
Tromethamine); D2-1/20Pgf (n=6; 0,5 mg of Dinoprost Tromethamine); D8-NaCl
(n=7; 2 mL of saline solution; D8-Pgf (n=6; 10 mg of Dinoprost Tromethamine);
D8-1/10Pgf (n=7; 1mg of Dinoprost Tromethamine); D8-1/20Pgf (n=7; 0,5 mg of
Dinoprost Tromethamine). Total area (AT), objective (PVO) and subjective
(PVS) vascular perfusion of the CL and plasmatic progesterone (P4) were
evaluated every six hours for 48h after treatment (HO = immediately before
treatment). PGF,4 did not influenced on AT or day of treatment. P4 showed a
positive correlation to PVO and PVS, and PVS was strongly correlated to P4.
Treatment on D2 was not able to induce total luteolysis in any mare while
treatment on D8 promoted total luteolysis in all mares in group D8-Pgf and 29%
and 14% of the mares for the groups D8-1/10Pgf and D8-1/20Pgf, respectively.
Parical luteolysis were also detected in groups on D8. The response to PGFyq
seems to be dose-dependent, the decrease in PGF,, dose proportionally
decreases PVS and P4. It is concluded that CL response to treatment with

different doses of PGF,, depends os the CL developmental stage.

Keyowrds: corpus luteum, luteolysis, mare, progesterone, prostaglandin Foq.



1. INTRODUCAO

O corpo luteo (CL) € uma glandula endocrina temporaria produtora de
progesterona e responsavel pela duracdo da fase lutea, uma vez que este
hormoénio exerce acdo de supressao na liberacdo do LH (GINTHER et al.,
2005). Desta forma, agentes luteoliticos sdo amplamente utilizados em
programas de reproducao assistida com o intuito de encurtar o ciclo estral e de
interromper gestacdes (McKINNON et al., 2011). Devido ao seu efeito ecbolico
também sdo muito utilizados para promover a limpeza uterina no estro e apés a
inseminacao até o segundo dia apds deteccdo da ovulacdo (TROEDSSON et
al., 2001; NIE et al., 2003b).

Porém, estudos tém demonstrado que a administracdo de
prostaglandinas F,q (PGF2 - Dinoprost Trometamina ou Cloprostenol) no inicio
do diestro pode interferir nas concentracdes plasmaticas de progesterona e no
estabelecimento da gestacdo (TROEDSSON et al., 2001; NIE et al., 2003b).
Entretanto, pouco se sabe sobre a influéncia de baixas doses de PGF,, sobre
Cls em fase de desenvolvimento (luteogénese).

O CL pode responder de forma diferente a administracdo da PGFyq
quando doses reduzidas sao utilizadas (NIE et al., 2003a) ou quando
aplicacdes sao realizadas em diferentes momentos do desenvolvimento do CL
(fase de Iuteogénese ou de manutencdo) (BERGFELT et al., 2006;
TROEDSON et al., 2001). O tratamento com baixas doses de PGF,, pode
provocar uma regressao parcial do CL (reduz a concentracdo de progesterona,
mas nao provoca a lutedlise total) assim como em Cls imaturos observa-se a
ressurgéncia da producéo de progesterona (NIE et al., 2003a).

Desta forma, nesse estudo foi avaliada a resposta a baixas doses de
PGF,, € a sua relacdo com o perfil plasmatico de progesterona, a perfusao
vascular e a morfoecogenecidade do CL em diferentes momentos do diestro o
que permitiu uma melhor compreensdo da acao luteolitica da PGF,, em CLs

em desenvolvimento e a sua influéncia na producéo de progesterona.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Corpo Luteo

O corpo luteo (CL) é uma glandula enddécrina transitoria formada no sitio
de ovulagdo e responsavel pela producdo de progesterona (P4). A P4 é um
horménio esteroide essencial para o controle do ciclo estral por atuar sobre o
comportamento sexual da fémea tornando-a ndo receptiva ao macho.
Adicionalmente, a P4 prepara o ambiente uterino para o potencial recebimento
do embrido e posterior manutencdo da gestagcédo (GINTHER, 1992).

Em éguas, a ovulacdo ocorre numa regido especifica do ovario
denominada fossa de ovulacao, Unica regido do ovario da égua recoberto por
epitélio germinativo (McKINNON et al.,, 2011). O processo ovulatério é
caracterizado por uma reacdo inflamatéria incluindo hiperemia, congestao,
permeabilidade vascular aumentada e edema (KERBAN et al., 1999).

Em cerca de 50 % das ovulacbes, ocorre a fomacdo de um CL
compacto, caracterizado por uma liberagéo abrupta do fluido folicular que dura
entre 5 e 90 segundos, restando apenas 15 % desse fluido no antro. Os outros
50 % dos CLs formados sao cavitarios, onde a liberacédo desse fluido folicular €
lenta e gradual, levando 6 a 7 minutos para a evacuacdo de 4 a 17 % do
volume total do fluido folicular, enquanto que a liberagcdo completa desse fluido
pode levar 30 minutos ou até mesmo ocorrer entre 5 e 20 horas (TOWNSON &
GINTHER, 1989).

A formagédo desses corpos hemorragicos ndo € considerada como uma
condicdo patologica e tende a diminuir gradualmente com o tempo devido a
organizacao do tecido luteal e ao processo de coagulacao. O percentual médio
do CL ocupado pelo coagulo atinge valores maximos trés dias pés ovulacéo
(PIERSON & GINTHER, 1985).

O aumento do LH desencadeia a ovulagdo, no entanto, a maior
concentracdo sanguinea deste hormdnio € detectada dois dias apds a
ovulacdo. Isso ocorre devido a caracteristica da curva de LH circulante na
égua, uma vez que o LH nesta espécie apresenta uma meia-vida longa e uma

liberacdo continua, sdo necessarios até seis dias para que a maxima



concentragdo seja alcancada na corrente sanguinea e o0 mesmo tempo para
retornar a concentragdes basais (GINTHER, 1992).

A reprogramacdo das células da granulosa em células luteais € um
processo irreversivel e que ocorre mais marcadamente poucas horas apos a
ovulagdo com mudancas gendmicas e estruturais. As células em luteinizacéo
param de se dividir e iniciam a expressdo de novas moléculas que permitem a
sobrevivéncia em um ambiente hormonal diferente (STOCCO,et al., 2007).

O tecido luteal equino aumenta principalmente com a hipertrofia das
células luteinicas que € intensificada 10h pés-ovulacéo e passa de um tamanho
de 10 pm de didmetro para até 37 um (GINTHER, 1992).

A reorganizacao celular com o objetivo de sintese de progesterona pelas
células luteais é caracterizada por uma diminuicdo na expressao das enzimas
que convertem progesterona em 17B-estradiol (P450 17a-hidroxilase e P450
aromatase), por um aumento na expressao das enzimas necessarias para a
conversdo do colesterol em progesterona [P450 clivadora de cadeia lateral
(P450scc) e a 3B-hidroxiesterdide desidrogenase (3B-HSD)] e aumento da
proteina reguladora da esteroidogénese (StAR) para o interior da membrana
mitocondrial (FRASER et al., 1986).

O CL é formado por células luteais, distintas em células luteais grandes
e pequenas, e nao luteais. Apesar disso, ao contrario do que ocorre em outras
espécies, as células luteais equinas derivam-se exclusivamente das células da
granulosa do foliculo pré-ovulatério (VAN NIEKERK et al., 1975). Além das
células esteroidogénicas, o CL é composto por: fibroblastos, células
musculares lisas, células endoteliais e macréfagos. (TOWNSON & LIPTAK,
2003).

O periodo luteinico pode ser dividido em trés estagios: desenvolvimento
(luteogénese), manutencéo e regressao (luteolise). A luteogénese tem inicio
durante o processo de maturagéo folicular, quando o aumento pré-ovulatério de
LH resulta na luteinizacdo das células da granulosa promovendo a inversédo da
esteroidogénese (WUTTKE et al, 1998). A luteinizacdo das células da
granulosa € concluida trés dias apés a ovulacdo (DO=dia da ovulacédo) e a
hipertrofia das células luteais é observado até D9 (McKINNON et al., 2011).

A ultrassonografia € uma técnica ndo invasiva de visualizag&do de 6rgaos

internos e, pode ser considerada, o melhor método para a deteccdo de CLs,



especialmente nos casos de ovulagéao dupla e deteccédo recente da ovulagéo. A
avaliacdo ultrassonogréafica do CL envolve a mensuracdo do didametro e da
area do CL, a ecogenecidade do tecido luteal e, mais recentemente, o uso da
ultrassonografia Doppler. (McKinnon et al., 2011).

De modo geral, a imagem ultrassonografica de um CL apresenta uma
ecogenecidade que varia em tons de cinza de acordo com o0 estigio de
desenvolvimento. O CL equino atinge valores maximos de ecogenecidade 24 a
48h apos a ovulacdo que diminuem progressivamente até atingirem valores
baixos nove dias apés a ovulagdo (GINTHER, 1995). CLs imaturos sdo mais
hiperecdicos no inicio do diestro, com o desenvolvimento do CL e a hipertrofia
das células luteais e o aumento do fluxo sanguineo e producdo de
progesterona, ha uma diminuicdo na ecogenecidade desse CL no meio do
diestro. No final do diestro, ha um aumento dessa ecogenecidade devido a
degeneragédo celular e desvascularizagdo desse CL em regressao (Ginther,
1992).

O CL é uma das estruturas mais vascularizadas do organismo. Devido a
sua meia-vida curta, o sistema vascular luteal da égua deve apresentar um
rapido desenvolvimento e regressao (GINTHER, 2007). Desta forma, a maxima
proliferacdo endotelial do CL equino é detectada entre trés e quatro dias pos-
ovulacdo (AL-ZI'ABI et al., 2003), enquanto que a ecogenicidade luteal maxima
€ observada em D2 (BERGFELT & GINTHER, 1996; TOWNSON & GINTHER,
1989). O desenvolvimento de capilares a partir de vasos sanguineos pré-
existentes é essencial para a formacdo e funcdo luteal e uma extensa
angiogénese ocorre no CL em desenvolvimento (GINTHER, 2007). Logo apés
a ovulacdo, as primeiras células vasculares invadem o parénquima luteal em
desenvolvimento. O desenvolvimento de uma nova microcirculacdo de vasos
sanguineos envolve a degradacdo da matrix extracelular, proliferacdo de
células endoteliais, expansdo de vasos capilares e desenvolvimento do lumen
capilar. Esta densa rede capilar supre a necessidade por nutrientes, horménios
e lipoproteinas ligantes de colesterol das células luteais e fornece um
mecanismo rapido e eficiente para o0 aumento da concentracdo plasmatica de
progesterona (STOCCO et al., 2007).

A regulacdo molecular da angiogénese no CL € complexa e apresenta

uma vasta lista de reguladores. Estes reguladores incluem o VEGF, essencial



para a proliferacdo vascular, o fator de crescimento fibroblastico basico e as
angiopoietinas (STOCCO et al., 2007) que sdo, aparentemente, estimulados
pelo LH (FRASER et al.,, 2005). Mudancas na rede vascular do CL estdo
presentes durante toda a fase luteal, sugerindo que numerosos, mas ainda nao
definidos fatores angiogénicos sé&o produzidos pelo CL equino durante toda a
sua vida ativa. A densidade microvascular aumenta durante as fases de
desenvolvimento e manutencdo do CL, enquanto que uma diminuicdo da
mesma € observada nos estagios pré-luteolitico e luteolitico (FERREIRA-DIAS
et al., 2006).

2.1.1. Lutedlise

A vida util do CL é o principal fator determinante da duracdo do diestro.
Em éguas, a regressdo funcional e estrutural do CL (lutedlise funcional e
estrutural, respectivamente) ocorre entre os dias 13 e 16 pds-ovulacdo em
consequéncia da secrecdo de PGFy, pelo endométrio (GINTHER, 1992). A
secrecdo de PGF,, pelo endométrio é dependente de dois fatores
fundamentais: (1) da formacdo de receptores uterinos para a ocitocina e (2) da
habilidade de produzir PGF,, pela autorregulacdo da expressao de cox-2 no
endométrio. A ocitocina responsavel por esse estimulo a liberacdo de PGFyq
tem origem tanto hipofisaria quanto endometrial e responde a um mecanismo
de feed-back (McKINNON et al., 2011).

A PGF,, um acido graxo hidroxilado insaturado, € sintetizado no
endométrio devido a uma série de reagfes. Sua sintese inicia a partir da
hidrolise dos &cidos graxos da membrana celular pela enzima fosfolipase A2,
liberando acido aracdbnico que sera utilizado como substrato. A enzima
cicloxigenase catalisa a conversédo do acido aracddnico em prostaglandina H2
(PGH2) que é rapidamente convertido em PGF,,. Portanto, é a disponibilidade
de acido aracdbnico e a atividade da cicloxigenase que determinam a
capacidade de sintese da PGFy,, producéo esta controlada por um mecanismo
denominado down-regulation (NISWENDER et al., 2000).

A PGF,, age de diversas maneiras para induzir a lutedlise: inibe a
agregacdo de receptores de LH na membrana das células luteais; inibe a

enzima StAR que afeta a captacdo de colesterol (precursor da progesterona)



pela membrana mitocondrial; e aumenta a producdo de endotelina-1
(McCRACKEN et al., 1999; MILVAE, 2000). A endotelina-1 € um vasoconstritor
protéico e modulador de células esteroidogénicas produzida pelas células
endoteliais em resposta a PGFy, e sua presenca esta inversamente
proporcional as concentracfes de progesterona (GIRSH et al., 1996; LEVY et
al., 2000).

Existem dois tipos de PGF,, amplamente utilizadas: Dinoprost
Trometamina (analogo natural) e o Cloprostenol (analogo sintético). O
Dinoprost Trometatime apresenta uma meia-vida mais curta, sendo
rapidamente metabolizado (KINDHAL et al., 1980), enquanto que o
Cloprostenol apresenta uma meia-vida biolégica maior e € um agente
luteolitico muito mais potente que o Dinoprost Trometamina, ja que ndo €
degradado pelas enzimas 15-hidroxidesidrogenase e 13,14-redutase
(BOURNE, 1981).

Ao contrario dos ruminantes domeésticos, onde a PGF,, alcanca o ovario
por meio de um mecanismo denominado contracorrente (GINTHER, 1981;
GINTHER, 1974), nas éguas o caminho do agente luteolitico € via circulac@o
sistémica (GINTHER e FIRST, 1971). Essa diferenca na rota da PGFy, ja foi
demonstrada por diversos trabalhos que detectaram que: 1) ndo existe
diferenca no efeito luteolitico da PGFy,, quando o tratamento € realizado por
via intramuscular ou intravenosa (DOUGLAS & GINTHER, 1975); 2) ndo houve
relacdo quanto ao lado de remocdo do corno uterino e a manutencédo lUtea
(GINTHER, 1971); 3) ndo ha relacéo entre o lado de insercédo de um dispositivo
intra-uterino e a auséncia luteal (GINTHER, 1992); auséncia de anatomia
vascular que favoreceria um caminho Utero-ovariano ipsilateral (GINTHER et
al., 1972); e 5) resposta luteal semelhante a infusédo intravenosa ou intrauterina
da PGF,, para simular um pulso de PGFM (GINTHER et al., 2009).

A degradacao lenta da PGF,q quando comparada aos ruminantes
(STAEMPFLI, 2011) associada a circulagdo sistémica na égua, tornam a
espécie equina aproximadamente 18 vezes mais sensivel ao efeito luteolitico
da administracdo sistémica da PGF,, do que nos ruminantes (GINTHER, 1992;
DOUGLAS E GINTHER, 1975). Em funcdo dessa maior sensibilidade, uma
Gnica dose sistémica de 5 mg de dinoprost trometamina é recomendada para a

inducao clinica da lutedlise na égua, enquanto que na vaca a dose indicada €



de 25 mg. Isso pode explicar a presenca dos efeitos colaterais nas éguas
como: sudorese, diarréia, colica (STAEMPFLI, 2011).

Para compensar a maior sensibilidade aos efeitos luteoliticos foram
desenvolvidos alguns mecanismos como: liberacdo sistémica da PGFy;
liberacdo da PGF,, em pulsos numa maior frequéncia que em vacas
(GINTHER et al., 2008); meia-vida mais curta da PGFy4 na circulagéo sistémica
guando comparada aos ruminantes, no entanto, pouco se sabe sobre a meia-
vida da PGF,, em éguas; a ocitocina facilita o inicio da lutedlise o que permite
que a liberagéo de um pulso relativamente pequeno inicie esse processo; maior
afinidade do CL equino pelas moléculas de PGF,, (aproximadamente 10 vezes
mais que nas vacas) (KIMBALL et al., 1977).

Apesar de relatos afirmando que o CL equino é refratario a PGF,, até o
D4 (GINTHER, 1992; PACCAMONTI et al, 1991), alguns autores
demonstraram que a funcionalidade do CL recém-formado pode ser
comprometida pela administracdo de PGFy, durante a Iuteogénese
(TROEDSSON et al., 2001; NIE et al., 2003a; NIE et al., 2003b;
BRENDEMUEHL, 2002). A administracdo de Cloprostenol nos dias 0, 1 e 2
apos a ovulacdo pode afetar o desenvolvimento do CL e, consequentemente,
interferir na manutencédo da gestagdo. Entretanto, o tratamento precoce com
PGF,y ndo resulta necessariamente na regressdo completa do CL
(TROEDSSON et al., 2001). Bergfelt et al. (2006) avaliaram o perfil plasmético
de progesterona e o comprimento do ciclo estral de éguas tratadas com PGFq
(Dinoprost Trometamina) em D3 ou D10. Foi detectada a queda abrupta na
concentracéo plasmatica de progesterona de éguas tratadas no D3, sendo que
em 75% destas as concentracdes de progesterona voltaram a aumentar dois a
trés dias apos o tratamento. Mesmo assim, houve reducgdo significativa no
intervalo interovulatorio nestes animais. Adicionalmente, Nie et al. (2003a)
relataram uma diminuicdo na concentracdo de P4 entre D2 e D13 de éguas
tratadas com PGFy, nos dia 0, 1 e 2 pos-ovulacdo. Estes achados sugerem
que o CL de éguas pode sofrer lutedlise parcial devido a acéo luteolitica da
PGFoq.

Ao comparar o efeito da administragdo consecutiva de Dinoprost
Trometamina (5 mg) e do Cloprostenol (250 pg) nos dias 0, 1 e 2 pds-ovulacao

sobre as concentracbes de progesterona, Mocklin et al. (2006) observaram



concentracbes menores no grupo tratado com cloprostenol nos dias 4, 6, 8 e 10
pés-ovulagdo e no grupo tratado com dinoprost apenas no dia 4. Em ambos o0s
grupos, houve uma retomada nas concentracfes de progesterona que se
igualaram ao grupo controle nos dias 12 e 14 pdés-ovulacdo. Apesar dessa
retomada da progesterona, os autores sugeriram que as baixas concentragdbes
no inicio do diestro poderiam atrasar o desenvolvimento embrionério e que, por
isso, a ocitocina seria um farmaco mais seguro para a limpeza uterina nessa
fase.

Em vacas, o inicio da lutedlise é dependente do aumento nas
concentracbes circulantes de estradiol produzido pelo foliculo dominante
(ARAUJO et al., 2009). No entanto, em éguas o crescimento folicular e
consequente aumento na concentracdo circulante de estradiol aparentemente
nao sao necessarios para desencadear a lutedlise funcional, sendo relacionado
apenas com a lutedlise morfologica (GINTHER et al., 2005). J& a queda na
concentracdo plasmatica de progesterona durante a regressao luteal € o
principal indicador da lutedlise funcional e ndo estd relacionada
necessariamente com o inicio da reducdo nas dimensdes do CL. Durante a
lutedlise funcional observa-se diminuicdo na atividade esteroidogénica das
células Iuteais e na vascularidade Iuteal. Baseado na dosagem de
progesterona e avaliacdo da perfusdo sanguinea a cada 12 horas, a deteccao
da lutedlise completa (< 2 ng/mL) ocorre 36h e 24h ap6s o inicio da diminui¢éo
na concentracdo de progesterona e da perfusdo sanguinea, respectivamente.
Portanto, a diminuicdo da progesterona precede a diminuicdo na perfuséo
sanguinea (GINTHER et al., 2008).

3. OBJETIVOS

O estudo em questao teve como objetivo principal o avaliar o efeito do
tratamento com baixas doses de PGF,, sobre as caracteristicas funcionais e
estruturais de CLs em fases distintas do diestro em éguas, caracterizando o
fendmeno da lutedlise total e parcial. Os objetivos especificos sao:

a. Determinar o perfil plasméatico de progesterona de éguas com CLs em
desenvolvimento e maduros durante as primeiras 48 horas pés-tratamento com

baixas doses de PGFyq;



b. Avaliar a efichcia do Doppler modo Power-flow para a caracterizacdo

ultrassonogréfica da lutedlise total e parcial em éguas;

4. HIPOTESE

Testar a hipétese de que a resposta ao tratamento com baixas doses de
PGF,, depende da fase de desenvolvimento do CL, podendo ocasionar
diminuicdo transitéria na concentracdo plasmatica de progesterona e na

perfusdo sanguinea luteal quando instituido durante a luteogénese.

5. MATERIAL E METODOS

5.1. Animais e grupos experimentais

Foram utilizados 54 ciclos estrais de 18 éguas mesticas com idade entre
quatro e 15 anos [caracteristicas de denticdo foram usadas para determinar a
idade (American Association of Equine Practitioners Manual 2002)]. O
experimento foi conduzido nos meses de agosto a outubro de 2012 e as éguas
foram mantidas no CERBEQ, Centro de Reproducdo Equina do Departamento
de Reproducgao Animal e Radiologia Veterinaria, UNESP (Latitude 22° 53’ 09” e
Longitude 48° 26’ 4”). Todas as éguas utilizadas ao longo do experimento
estavam em boa condigcéo corporal, ciclando e foram alimentados com feno de
Coast-Cross (Cynodon dactylon), racdo concentrada, sal mineral e agua ad
libitum. Somente éguas com temperamento docil e auséncia de anormalidades
uterinas e ovarianas avaliadas por ultrassonografia foram utilizadas neste
estudo.

A distribuicdo das éguas dentro de cada grupo experimental foi realizada
de forma aleatéria de acordo com o acompanhamento do desenvolvimento
folicular (ultrassonografia transretal modo-B uma vez ao dia) e de forma que os
grupos fossem avaliados simultaneamente.

Para inducéo da ovulacéo, 2.500 Ul de hCG (Vetecor®, Hertape Calier,
Brasil) foram injetadas por via intravenosa na presenca de foliculo pré-
ovulatério com didametro 235mm associado a edema uterino (GASTAL et al.,

1998). Apos o tratamento com hCG, exames ultrassonograficos foram
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realizados a cada seis horas para deteccdo da ovulagdo e melhor
determinacao da idade do CL. O dia da ovulagao foi considerado DO.

5.1.1. Efeito do tratamento com baixas doses de prostaglandina F,q sobre o

CL imaturo equino (fase de luteogénese)

Para estudar o efeito da administracdo de baixas doses de PGFy, sobre
as caracteristicas funcionais e ultrassonograficas de CLs em desenvolvimento
(D2) foram utilizados 27 ciclos estrais distintos. As éguas foram distribuidas
aleatoriamente dentro de quatro grupos experimentais de acordo com o
tratamento a ser realizado: a) Grupo D2-NaCl (n=6), controle negativo,
administracdo de 2ml de solucdo de NaCl a 0,9%, b) Grupo D2-Pgf (n=9),
controle positivo, administracdo de 10 mg de Dinoprost Trometamina
(Lutalyse®, Pfizer Animal Health, Brasil), c) Grupo D2-1/10Pgf (n=6),
administracdo de 1 mg de Dinoprost Trometamina, e d) Grupo D2-1/20Pgf
(n=6), administracdo de 0,5 mg de Dinoprost Trometamina. Todos o0s
tratamentos foram realizados no D2, 48 horas ap0s a deteccao da ovulagao,
por via intramuscular em aplicagdo Unica e 0 momento da administracdo da

PGFyq foi determinada como hora 0 (HO).

5.1.2. Efeito do tratamento com baixas doses de prostaglandina F,, sobre o

CL maduro equino.

Para avaliar a resposta de CLs maduros de éguas tratadas com baixas
doses de PGF,q, 27 ciclos foram distribuidos em quatros grupos experimentais
como descritos a seguir: a) Grupo D8-NaCl (n=7), controle negativo,
administracao de 2ml de solugéo NaCl a 0,9%, b) Grupo D8-Pgf (n=6), controle
positivo, administragdo de 10 mg de Dinoprost Trometamina, Grupo D8-1/10Pgf
(n=7), administracédo de 1 mg de Dinoprost Trometamina e Grupo D8-1/20Pgf
(n=7), administragdo de 0,5 mg de Dinoprost Trometamina. Todos o0s
tratamentos foram realizados no D8, por via intramuscular em aplicacdo Unica e

o0 momento da administragéo de PGF,, foi determinada como hora 0 (HO).
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5.2. Variaveis experimentais

5.2.1. Avaliacdo da perfusdo sanguinea luteal, area total do CL e area com

sinais coloridos.

Foi utilizado o Doppler modo Power-flow como descrito anteriormente
por Ginther & Utt (2004). As éguas foram examinadas por meio de
ultrassonografia modo B e Power-flow utilizando equipamento Doppler
(SONOACE PICO, Medison do Brasil Ltda) equipado com transdutor multi-
frequencial (5 a 9 Mhz) linear endocavitario de banda larga (LV5-9CDn, 60mm).
A configuracdo do equipamento foi mantida constante ao longo do estudo.

A perfusao vascular do CL foi inicialmente estimada subjetivamente em
tempo real, levando-se em consideracdo a porcentagem (0 a 100%) de tecido
luteal com sinais coloridos visualizados durante exame ultrassonografico
Doppler continuo de no minimo um minuto. Para aumentar a confiabilidade da
analise, o mesmo avaliador foi mantido e este ndo tinha conhecimento do
tratamento realizado no momento das avaliagdes.

Para avaliacao objetiva, a perfusdo vascular luteal foi realizada por meio
da contagem de pixels coloridos do video capturado de forma semelhante ao
descrito por Ginther et al. (2007). Os exames ultrassonograficos foram
gravados diretamente em computador portatil através de uma placa de captura
de video e as imagens selecionadas no programa Adobe Premiere Pro 1.5
(TIFF format; Adobe Systems, San Jose, CA).

Em seguida, trés imagens de cada exame foram escolhidas seguindo
um critério de selecao (maior area de CL com maior nimero de sinais coloridos
captados excluindo a regido da base do CL), extraidas e salvas (formato JPEG)
utilizando o programa Adobe Photoshop 5.5 (Adobe Systems). O namero total
de pixels coloridos por imagem-JPEG foi calculado pelo programa ImageJ
1.31v (National Institutes of Health, Bethesda, MD) para indicar a area de fluxo
sanguineo.

A partir das imagens selecionadas, foram estimadas a area total do CL
(Figura 1A), a area com sinais coloridos (FiguralB) e a perfusdo vascular
objetiva do CL foi calculada a partir da porcentagem de area total com sinais

coloridos.
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Figura 1 — Corte transversal de um mesmo CL em modo-B (A), com a area total
circunscrita pela linha amarela, e modo power-Doppler (B), indicando a
area de sinais coloridos.

5.2.2. Perfil plasmatico de progesterona

Para determinacdo do perfil plasmatico de progesterona, amostras de
sangue foram coletadas em tubos heparinizados por venopuncdo da veia
jugular. A coleta de sangue foi realizada imediatamente antes da administracéo
do tratamento com a PGFy, (HO) e a cada seis horas durante 48 horas. As
amostras de sangue foram centrifugadas para obtencdo do plasma que, em
seguida, foi armazenado a — 20° C para posterior mensuragéo da concentragéo
plasmatica de progesterona em laboratorio por meio de radioimunoensaio (RIA)
utilizando-se kits comercias Coat-a-Count, DPC (Diagnostic Products
Corporation, Los Angeles, CA) e seguindo orientagcdo do fabricante para
realizacdo do ensaio.

Para determinar a precisao do ensaio foi utilizado um pool de plasmas, o
gual foi repetido por 6 vezes e em duplicata. O erro intra ensaio foi de 7,5% e a
sensibilidade de 0,01ng/mL.

Foi considerada lutedlise total quando as concentracdes de P4
alcancaram valores inferiores a 1ng/mL (BARKER et al., 2006), lutedlise parcial
quando estas encontraram-se entre 1 e 2 ng/mL n&o alcancando
concentracfes menores dentro das 48 horas de avaliacdo e ressurgéncia do
CL guando observou-se reducéo das concentracdes seguida de aumento nas

horas subsequentes.
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5.3. Andlise estatistica

Foram realizadas analises entre os grupos tratados no D2 (D2-NaCl, D2-
Pgf, D2-1/10Pgf e D2-1/20Pgf), entre os grupos tratados no D8 (D8-NaCl, D8-
Pgf, D8-1/10Pgf e D8-1/20Pgf) e entre os dois grupos submetidos aos mesmos
tratamentos no D2 e D8(D2-NaCl x D8-NaCl; D2-Pgf x D8-Pgf; D2-1/10Pgf x
D8-1/10Pgf; D2-1/20Pgf x D8-1/20Pgf).

Para realizacédo das analises, os dados de Progesterona plasmatica (P4)
foram convertidos para log com o objetivo de atingir a normalidade.

Modelos de medidas repetidas (PROC MIXED; SAS Institute, 2009)
foram usados para comparar as meédias de P4, area total do CL (AT), perfuséo
vascular subjetiva do CL (PVS), perfusdo vascular objetiva do CL (PVO) e area
com sinais coloridos (ASC) entre grupos e dias. Um termo de interacdo entre
grupo e dia foi incluido em todos os modelos para testar a hipétese de que a
diferenca entre grupos era dependente do dia analisado. Uma estrutura de
covariancia auto-regressiva foi utilizada para modelar as medidas repetidas
dentro da mesma égua. O método de Tuckey foi utilizado para ajustar os
valores de P resultantes de comparacdes multiplas.

Andlise de correlacdo (PROC CORR; SAS Institute, 2011) e regressao
linear simples (PROC GLM; SAS Institute, 2011) foram utilizadas para estimar
a associacao entre as variaveis: perfusdo vascular subjetiva do CL x perfuséao
vascular objetiva do CL, P4 x perfusdo vascular subjetiva do CL, P4 x perfuséo
vascular objetiva do CL, area com sinais coloridos x P4 e area total x P4.

Teste de qui-quadrado foi utilizado para testar a hipotese que o
tratamento, seja com solucéo fisiologica seja com as diferentes doses de
PGF,q, depende da fase de desenvolvimento do CL (D2 ou imaturo e D8 ou
maduro).

Independente do teste realizado, nivel de significancia de 5% (P < 0,05)

foi utilizado para o presente trabalho.
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6. RESULTADOS
6.1. Avaliacao da area total

Para a area total do CL (mm2), ndo foram observadas diferengas entre
momentos ou interacdo grupo x momento (P > 0,05), mas sim quando as

meédias gerais dos grupos foram comparadas (P < 0,05; Figura 2).
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Figura 2 — Média geral da &rea total do CL (médias + EPM; A) para os grupos, area do
CL (médias = EPM) durante as 48 horas e avaliagdo ap0s o tratamento no
D2 (B; D2-NaCl, D2-Pgf, D2-1/10Pgf e D2-1/20Pgf) e no D8 (C; D8-NacCl,
D8-Pgf, D2-1/10Pgf e D8-1/20Pgf).

6.2. Avaliacdo da area com sinais coloridos no CL

Para ASC captados no CL (mm2) foram detectadas diferencas entre
grupos (P < 0,05), entre momentos (P < 0,05) e as diferencas entre 0s grupos
dependeram do momento avaliado (interacdo grupo x momento, P < 0,05).

Quando comparados diferentes tratamentos realizados no mesmo

estagio de desenvolvimento do CL, o grupo D8-NaCl foi maior que o grupo D8-
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1/10Pgf em H24 e tendeu a ser maior que o grupo D8-1/20Pgf H18 e H24
(Figura 3).

Quando comparados os mesmos tratamentos em diferentes estagios de
desenvolvimento do CL, os grupos D2-NaCl, D2-1/10Pgf e D2-1/20Pgf
apresentaram maiores ASC que os grupos D8-NaCL, D8-1/10Pgf e D8-1/20Pgf
em HO, respectivamente (Figura 3).

No grupo D8-Pgf, a ASC apresentou-se maior em HO e H6 quando
comparada a H48 e, H12 tendeu a ser maior que H48. Em D8-1/10Pgf, HO foi
maior que o0s seguintes momentos: H24, H30, H36, H42 e H48. Ja no grupo
D8-1/20Pgf, apenas em HO detectou-se valores de ASC maiores que em H48
(Figura 3).
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Figura 3 — Area de sinais coloridos captada no CL (médias + EPM) dos grupos no D2
(A; D2-NaCl, D2-Pgf, D2-1/10Pgf e D2-1/20Pgf), no D8 (B; D8-NaCl, D8-
Pgf, D2-1/10Pgf e D8-1/20Pgf) e dos grupos submetidos aos mesmos
tratamentos em CLs imaturos e maduros (C, D, E e F) durante as 48h de
avaliagdo apos o tratametno. (*) diferengas estatisticas (P < 0,05) entre os
grupos no mesmo momento. Letras mindsculas indicam diferenca
estatistica (P < 0,05) entre momentos de um mesmo grupo.
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6.3. Avaliagéo da perfuséo vascular do CL

A perfusdo vascular (%) foi avaliada objetiva e subjetivamente. Para
PVO foram detectadas diferencas entre grupos (P < 0,05) e estas dependeram
do momento avaliado (P < 0,05).

A média geral entre os grupos detectou diferencas entre grupos: D8-
NaCl > D8-Pgf, D8-NaCl < D8-1/10Pgf, D8-NaCl < D8-1/20Pgf. Nao foram
detectadas diferencas entre os grupos tratados no D2.

Quando comparados diferentes tratamentos em um mesmo estagio de
desenvolvimento do CL, a PVO foi maior no grupo D8-NaCl quando
comparados aos grupos: D8-Pgf em H24 e H48; D8-1/10Pgf em H24, H30, H36
e H42; e D8-1/20Pgf em H24 e H30). O grupo D8-NaCl tendeu a ser maior que
os grupos: D8-Pgf em H42; e D8-1/20Pgf em H18 e H36 (Figura 4).

Quando comparados 0os mesmos tratamentos em diferentes estagios de
desenvolvimento do CL, a PVO no grupo D2-NaCl foi menor que no grupo D8-
NaCl em HO e h24 e tendeu a ser menor em H18. No grupo D2-Pgf, PVO foi
menor que no grupo D8-Pgf em HO e tendeu a ser menor em h6. No grupo D2-
1/10Pgf foi menor que no grupo D8-1/10Pgf em HO, enquanto que no grupo D2-
1/20Pgf tendeu a ser menor que no grupo D8-1/10Pgf em HO (Figura 4).

No grupo D8-1/10Pgf, HO apresentou maior PVO gue nos momentos

H30, H36 e H42 e tendeu a ser maior que no H48 (Figura 4).
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Figura 4 — Perfusdo vascular objetiva (médias + EPM) no CL avaliadas de 0 -1 (1 =

100% de perfusdo) dos grupos tratados no D2 (A), no D8 (B), e dos
grupos submetidos ao mesmo tratamento em CLs imaturo e maduro (C,
D, E e F) durante 48h de avaliagdo pOs-tratamento. (*) diferencas
estatisticas (P < 0,05) entre 0s grupos no mesmo momento. Letras
mindsculas indicam diferenca estatistica (P < 0,05) entre momentos de

um Mesmo grupo.

Para PVS foram detectadas diferencas entre grupos (P < 0,05), entre

momentos (P < 0,05) e as diferencas entre grupos dependeram do momento
avaliado (P < 0,05).

A média geral entre os grupos detectou diferencas entre D2-NaCl e D8-

NaCl, e D8-NaCl diferiu dos grupos D8-Pgf, D8-1/10Pgf e D8-1/20Pgf. Nao
foram detectadas diferencas entre os grupos tratados no D2.

Quando comparados diferentes tratamentos em um mesmo estagio de

desenvolvimento do CL, a PVS no grupo D8-NaCl foi maior que nos grupos:
D8-Pgf em H24, H30, H36, H42 e H48; D8-1/10Pgf em H18, H24, H30, H36,
H42 e H48; e D8-1/20Pgf em H18, H24, H30, H36 e H42. O grupo D8-NaCl
tendeu a ser maior que o grupo D8-1/10Pgf em H12 (Figura 5).
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Quando comparados 0os mesmos tratamentos em diferentes estagios de
desenvolvimento do CL, a PVS no grupo D2-NaCL foi menor que no grupo D8-
NaCL em HO, H6, H12, H18, H24 e H30. No grupo D2-Pgf, a PVS foi menor
que no grupo D8-Pgf em HO e H6 e tendeu a ser menor em H 12. No grupo D2-
1/10Pgf foi menor que no grupo D8-1/10Pgf em H O e tendeu a ser menor em
H6. No grupo D2-1/20Pgf, a PVS foi menor que no grupo D8-1/20Pgf em H 0 e
H6 e tendeu a ser menor em H18 (Figura 5).

No grupo D2-NaCl, a PVS foi maior em HO que em H42 (Figura 5).

O grupo D8-Pgf apresentou diferenca nos seguintes momentos: HO
maior que H24, H30, H36 e H42; H6 maior que H36, H42 e H48; H12 maior que
H36, H42 e H48; e H18 maior que H48. O momento H6 tendeu a ser maior que
0s momentos H24 e H30 (Figura 5).

No grupo D8-1/10Pgf, a PVS diferiu nos seguintes momentos: HO maior
que H6, H12, H18, H24, H30, H36, H42 e H48; e H6 maior que H42. O
momento H6 tendeu a ser maior que os momentos H30, H36 e H48 (Figura 5).

O grupo D8-1/20Pgf diferiu nos seguintes momentos: HO maior que H12,
H18, H24, H30, H36, H42 e H48; e H6 maior que H18, H36, H42 e H48. O
momento H6 tendeu a ser maior que os momentos H24 e H30 (Figura 5).
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Figura 5 — A perfuséo vascular subjetiva (médias + EPM) do CL no D2 (A), D8 (B) e
entre grupos submetidos aos mesmos tratamentos em CLs imaturo e
maduro durante 48h de avaliagdo apos o tratamento: (C) D2-NaCl x D8-
NaCl, (D) D2-Pgf x D8-Pgf, (E) D2-1/10Pgf x D8-1/10Pgf, (F) D2-1/20Pgf x
D8-1/20Pgf. Letras mailsculas indicam diferenca estatistica (P < 0,05)
entre grupos num mesmo momento. Letras minUsculas indicam diferenca
estatistica (P < 0,05) entre momentos de um mesmo grupo. (*) indica
tendéncia estatistica 0,05 < P < 0,09).

6.4. Avaliacdo da progesterona plasmatica

Para a avaliacdo da P4 (ng / mL) foram detectadas diferencas entre
grupos (P < 0,05), entre momentos (P < 0,05) e as diferencas entre grupos
dependeram do momento avaliado (P < 0,05).

A média geral entre os grupos detectou diferencas entre 0s grupos
tratados no D2: D2-NaCl > D2-Pgf; entre os grupos no D8: D8-NaCl > D8-Pdf,
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D8-NaCl > D8-1/10Pgf, D8-NaCl > D8-1/10Pgf, D8-Pgf < D8-1/10Pgf, D8-Pgf <
D8-1/20Pgf; e entre os mesmos tratamentos nos diferentes momentos: D2-
NaCl < D8-NaCl, D2-Pgf < D8-Pdf.

Quando comparados diferentes tratamentos em um mesmo estagio de
desenvolvimento do CL, o grupo D8-NaCl apresentou maior P4 que 0S grupos:
D8-Pgf (H18, H24, H30, H36, H42 e H48), D8-1/10Pgf (H24, H30, H36, H42 e
H48), D8-1/20Pgf (H30, H36 e H48). O grupo D8-NaCl tendeu a ser maior que
o grupo D8-1/20Pgf em H42. Ainda, o grupo D8-Pgf foi menor que o grupo D8-
1/10Pgf (H36, H42 e H48) e o grupo D8-1/20Pgf (H30, H36, H42 e H48). O
grupo D2-Pgf tendeu a ser menor que o grupo D2-1/20Pgf em H30 (Figura 6).

Quando comparado os mesmos tratamentos em diferentes estagios de
desenvolvimento do CL, a P4 no grupo D8-Pgf foi maior que no grupo D2-Pgf
em HO e H6 e menor em H30, H36, H42 e H48. No grupo D8-1/10Pgf foi maior
em HO e menor em H48 quando comparado ao grupo D2-1/10Pgf. J& no grupo
D8-1/20Pgf, a P4 foi maior que no grupo D2-1/20Pgf em HO e H6 e menor em
H48 (Figura 6).

Durante as 48h de avaliagdo pdés-tratamento, o grupo D2-NaCl diferiu
nos seguintes momentos: HO menor que H36, H42 e H48. O momento H6
tendeu a ser menor que H36 (Figura 6).

No grupo D2-Pgf, os seguintes momentos diferiram: HO menor que H6 e
H6 menor que H48. O momento H6 tendeu a ser menor que 0 momento H42 e
0s momentos H18 e H30 tenderam a ser menores que o0 momento H48 (Figura
6).

O grupo D2-1/10Pgf diferiu nos seguintes momentos: H6 maior que H36,
H42 e H48; e H12 maior que H48. Os momentos HO e H6 tenderam a ser
maiores que os momentos H48 e H30, respectivamente (Figura 6).

O grupo D2-1/20Pgf diferiu nos seguintes momentos: HO maior que H30,
H36, H42 e H48; e H6 maior que H18, H30, H36, H42 e H48. Os momentos HO
e H6 tenderam a ser maiores que o momento H24 (Figura 6).

O grupo D8-Pgf teve diferenca nos seguintes momentos: HO maior que
H6, H12, H18, H24, H30, H36, H42 e H48; H6 maior que H12, H18, H24, H30,
H36, H42 e H48; H12 maior que H24, H30, H36, H42 e H48; H18 maior que
H24, H30, H36, H42 e H48; H24 maior que H30, H36, H42 e H48; e H30 maior
que a H48 (Figura 6).
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O grupo D8-1/10Pgf teve diferengca na P4 nos seguintes momentos: HO
maior que H12, H18, H24, H30, H36, H42 e H48; H6 maior que H24, H30, H36,
H42 e H48; e H12 maior que H30, H36 e H48. O momento H12 tendeu a ser
maior que o momento H42 (Figura 6).

O grupo D8-1/20Pgf teve diferenga nos seguintes momentos: HO maior
que H6, H12, H18, H24, H30, H36, H42 e H48; H6 maior que H18, H24, H30,
H36, H42 e H48); e H12 maior que H24, H30, H36, H42 e H48. Os momentos
H12 e H18 tenderam a ser maiores que 0Ss momentos H18 e H24,
respectivamente (Figura 6).

Ainda, as andlises demonstraram que a deteccdo de lutedlise total em
resposta ao tratamento depende (P < 0,05) do dia de administracdo apenas
guando a dose completa de PGF,4 (10mg) foi administrada (D2-Pgf x D8-Pgf).
Entre os outros pares de grupos (D2-NaCl x D8-NaCl, D2-1/10Pgf x D8-1/10Pgf
e D2-1/20Pgf e D8-1/20Pgf) onde a hipotese foi testada néo rejeita-se HO (P >
0,05), logo a resposta ao tratamento independe da fase de desenvolvimento do
CL em que o tratamento foi realizado.

A lutedlise total (P4 < 1 ng/mL) ndo foi observada em nenhuma égua
tratada no D2 enquanto que, no D8, foi observada em 0% das éguas (0 / 6) no
grupo D8-NaCl, 100% das éguas (6 / 6) no grupo D8-Pgf, 29% das éguas (2 /
7) no grupo D8-1/10Pgf e 14% das éguas (1 / 7) no grupo D8-1/20Pgf. Ainda,
no D8, os tratamentos mantiveram concentracdes de progesterona acima de 2
ng/mL em 100% (6 de 6), 0% (0 / 6), 29% (2 / 7) e 57% (4 / 7) das éguas
qguando tratadas com 0 mg, 10 mg, 1 mg (1/10 da dose total) e 0,5 mg (1/20 da
dose total) de dinoprost trometamina, respectivamente.

A lutedlise parcial (1 ng/mL < P4 < 2 ng/mL) foi observada em 1 de 9
eguas (11%) no grupo D2-Pgf, 3 de 7 éguas (43%) no grupo D8-1/10Pgf e 2 de
7 eguas (29%) no grupo D8-1/20Pdf.

A concentragdo de P4 apresentou fraca correlacdo de Spearman (P <
0,05) com ASC (coeficiente = 0,58), PVO (coeficiente = 0,48) e AT (coeficiente
= 0,14), e forte correlagdo com PVS (coeficiente = 0,71) que pode ser estimada
pela avaliacdo por ultrassonografia Doppler a partir da formula: P4 = 0,71 +
11,49 (PVS).
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Figura 6 — Concentragdes plasmaticas de progesterona (médias + EPM) no D2 (A),
D8 (B) e dos grupos submetidos aos mesmos tratamentos em CLs
imaturo e maduro durante as 48h de avaliagdo poés-tratamento: (C) D2-
NaCl x D8-NacCl, (D) D2-Pgf x D8-Pdf, (E) D2-1/10Pgf x D8-1/10Pdf, (F)
D2-1/20Pgf x D8-1/20Pgf. Letras mailsculas indicam diferenca estatistica
(P < 0,05) entre grupos num mesmo momento. Letras minusculas
indicam diferenca estatistica (P < 0,05) entre momentos de um mesmo
grupo. (*) indica tendéncia estatistica 0,05 < P < 0,09).

7. DISCUSSAO

Ao avaliar o efeito da administracdo da PGF,, em éguas, Ginther et al.
(2007a) observaram uma queda lenta e gradual na AT do CL que se iniciou 24h

apos a administracdo da PGF,,. No presente trabalho, ao longo das 48h de
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avaliacdo, a AT néo sofreu interferéncia da dose de PGF,, independente do dia
de tratamento.

Apesar disso, notam-se diferencas entre as médias gerais da AT dos
grupos sendo que as maiores areas foram detectadas nos grupos tratados no
D2 (FiglA). Isto demonstra que CLs imaturos sdo maiores que CLs maduros, o
que se da porque, apesar das células luteais hipertrofiarem até o D9 (STOCCO
et al., 2007), a presenca de um coagulo central que contrai e regredi com o
decorrer dos dias faz com que os CLs imaturos apresentem maiores areas.
Alteracdes estas ja previamente descritas no CL (BERGFELT et al., 1998).

Para ASC, as maiores areas foram captadas no momento zero de
avaliacdo dos grupos em D8 quando comparados ao D2, o que se da devido a
maturidade do CL que alcanca concentracfes maximas de P4 a partir do D8 e
que coincidem também com o maior niumero de sinais coloridos captados pela
ultrassonografia Doppler (GINTHER et al., 2007a). Essa maior area de sinais
coloridos é decorrente também da extensa angiogénese que ocorre no CL em
desenvolvimento que atinge maxima proliferacdo endotelial entre trés e quatro
dias pés-ovulacéo (AL-ZI'ABI et al., 2003).

Os principais fatores responsaveis pela angiogénese ja descritos sao o
VEGF, NO, fator de crescimento fibroblastico e as angiopoietinas. O VEGF
parece ser um importante fator de angiongénese na égua por promover a
proliferacdo e migracdo das células endoteliais, permitindo que ocorra assim, a
proliferacdo endotelial. (TAMANINI & DE AMBROGI, 2004). O Oxido nitrico
parece desempenhar um importante papel tanto na formacdo do CL quanto na
regressao deste CL. Aparentemente, o NO age junto ao TNF como um fator
luteotrépico nas éguas, estimulando tanto a produgéo de P4 quanto a producéo
de PGEZ2, esta ultima responsavel pela atividade angiogénica na luteogénese
do CL (FERREIRA-DIAS et al., 2011).

A perfus@o vascular esta intimamente associada a funcao luteal uma vez
gue o numero de sinais coloridos captados pelo aparelho ultrassonogréafico esta
relacionado com o numero de células sanguineas em movimento dentro dos
vasos por unidade de tempo (BEINDORFF et al., 2009). Cada célula luteal esta
diretamente em contato com muitos capilares, dando ao CL a caracteristica de
ser o tecido com uma das maiores taxas de fluxo sanguineo no organismo
(STOCCO et al, 2007) e a analise da hemodinamica do CL pode ser
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determinante da funcionalidade dessa estrutura em éguas (GINTHER et al.,
2007a). Em bovinos, Luttgenau et al. (2011) encontrou que h& relacdo da
perfusdo e do tamanho do CL com a funcionalidade do CL.

A PVO apresentou o mesmo perfil que ASC e para ambas as variaveis
analisadas ndo foram detectadas alteracdes em D2, mas sim em D8. Tanto
PVO quanto ASC diminuiram ao longo das 48h de avaliacdo ap0s o tratamento
com a PGFy,. Pela avaliacdo subjetiva da perfusdo do CL, nas condicdes e
com o observador do presente trabalho, maiores diferencas entre grupos néo
tratados com PGF,, (D2-NaCl, D8-NaCl) foram detectadas bem como esta
forma de avaliacdo se mostrou mais sensivel para estimar as concentracées de
P4 durante a queda ao longo do processo de lutedlise. Isto talvez se deva pela
maior facilidade em detectar variacbes de cores e intensidade delas pela
avaliacdo visual do que apenas pela mensuracdo da area com sinais coloridos
utilizado para calcular a PVO por programas de computador.

A interpretacdo da imagem obtida quanto a intesidade se refere ao grau
de brilho dos pixels coloridos. Cores mais claras e com maior brilho indicam
maior velocidade do fluxo sanguineo (GINTHER, 2007). Em um estudo, Silva &
Ginther (2010) detectaram que resultados semelhantes foram obtidos entre a
avaliacdo subjetiva da perfusdo vascular uterina e a avaliacdo objetiva da
intensidade dos pixels por programa em computador. Os autores concluiram
que a avaliacdo subjetiva € uma técnica Gtil para avaliagdo da perfusdo uterina.
No presente trabalho, resultados semelhantes, porém realizados para
avaliacdo do CL, demonstrou que a PVS em tempo real foi eficiente para
avaliar a funcionalidade do CL (medida pela producédo de P4) em uma técnica
rapida e que causa minimo desconforto ao animal.

Apesar de ndo terem sido detectadas diferencas estatisticas entre os
grupos tratados com PGF,, no D8, nota-se uma resposta dependente das
diferentes doses de PGF,, sdo administradas, ou seja, numericamente, quanto
menor a dose de PGF,q administrada menor também séo as quedas em PVS e
P4. Pela observacdo das concentracdes de P4, a influéncia da dose sobre a
funcionalidade do CL é mais evidente e reafirmam os resultados observados
para as outras variaveis analisadas. Os achados aqui presentes estdo em de
acordo com aqueles descritos por Cuervo-Arango & Newcombe (2012) que

observaram o efeito da dose de Cloprostenol. Ao avaliarem o efeito de
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diferentes doses de cloprostenol (37,5 d-cloprostenol; 250, 500 e 750 ug d,1-
cloprostenol) em diferentes momentos do diestro (80, 88, 96, 104, 112 horas
pos ovulacdo) os autores observaram uma maior porcentagem de éguas que
sofreram o processo de lutedlise completa nas horas 96 e 104 pos ovulacéo
guando a dose de cloprostenol era aumentada de 250 para 500 ug, ou seja,
houve um efeito dose-dependente da inducdo da lutedlise pela administracdo
do Cloprostenol.

A reducéo na producado de progesterona pelo CL € explicada pela acéo
da PGF,, na repressdo da expressdo da Star, a proteina reguladora da
estereidogénese (STOCCO et al., 2007).

Diferente do encontrado em D8, o tratamento no D2 ndo impediu o
aumento das concentracdes de P4, porém, nota-se que ha um aumento
numérico e dependente também da dose, ou seja, quanto maior a dose de
PGF,, administrada menor foi o aumento detectado na concentracdo de
progesterona. Utilizando as doses de 250ug e 25ug de cloprostenol no D2, Nie
et al. (2003a) também observaram que o0s tratamentos ndo impediram o
aumento da concentragcdo da progesterona mas, menor aumento foi detectado
quando 250 ug de cloprostenol foi aplicada. Quando 10mg de PGF,, foram
aplicados no D3, o tratamento provocou uma queda acentuada nas
concentracbes plasmaticas, no entanto nota-se ressurgéncia das
concentracdes de P4 (BERGFELT et al., 2006).

Os tratamentos com as diferentes doses de PGFyq no D2 n&do foram
capazes de promover a lutedlise total em nenhuma égua durante este estudo e
em apenas uma égua tratada com a dose completa de 10 mg de Dinoprost
Trometamina foi observado lutedlise parcial. Uma vez que a luteogénese é
concluida trés dias apés a ovulacéo e é seguida pelo crescimento das células
luteinicas até o estabelecimento de um CL maduro que finaliza sua vida dutil
com a lutedlise (STOCCO et al.,, 2007), a administracdo da PGF,, antes do
término da luteogénese é incapaz de provocar morte das células que ainda nao
finalizaram o processo de diferenciacéo celular.

Diferente do observado nas éguas tratadas em D2, no D8 o CL
apresenta-se maduro e responsivo a acado da PGF,,. Em consequéncia deste
fato, a dose completa provocou lutedlise em 100% dos animais avaliados no

presente trabalho e as doses parcias provocaram diferentes niveis de resposta
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quando aplicadas em éguas com CLs maduros. Nestes casos em que doses
parciais foram aplicadas, foi possivel observar tanto éguas que mantiveram as
concentracfes de progesterona acima de 2 ng/mL quanto éguas que sofreram
a lutedlise total e a parcial.

Porém, pelo presente estudo néo foi possivel confirmar a hipotese de
que a ocorréncia da lutedlise total apos administracdo de 1/10 e 1/20 da dose
completa de PGF,, é dependente da fase de desenvolvimento do Cl. Apenas
quando realizado tratamento com a dose completa que a ocorréncia da
lutedlise total é dependente do dia de tratamento. Estes dados ndo conferem
com o encontrado por Barker et al. (2006) que ao aplicarem 1,25 mg de
Dinoprost Trometamina em éguas com CLs maduros (D6 a D12) concluiram
que este tratamento foi eficaz em promover a lutedlise completa (P4 < 1
ng/mL), porém alcancada em uma média de 2,14 dias ap6s a administracao
Unica da PGFyq, enquanto que no presente trabalho s6 foram avaliadas as
primeiras 48h.

Dentro das 48h de avaliacdo nao foi possivel observar a ressurgéncia
funcional do CL, caracterizada por uma queda nas concentracdes de P4
seguida por um aumento dessas concentracdes. Ao realizar o
acompanhamento diario dos niveis de progesterona, Bergfelt et al., (2006)
observaram a ressurgéncia em 75 % das éguas tratadas com uma dose de
PGF,, (10mg — Dinoprost Trometamina) trés dias apds a ovulacdo. Das éguas
que apresentaram ressurgéncia, 50 % delas tiveram um aumento menor que
1,5 ng/mL de progesterona que durou cerca de dois dias (caracterizado como
ressurgéncia menor) e as outras 50 % tiveram um aumento maior que 3,0
ng/mL, caracterizado por ressurgéncia maior, e que durou pelo menos 6 dias
antes de uma nova queda.

A ndo observacédo da ressurgéncia neste estudo pode ser explicada pelo
dia de realizacao do tratamento. O CL finaliza o processo de diferenciacdo de
células da granulosa em células liteas no D3 enquanto que a hipertrofia
dessas células luteas se mantém até o D9 (STOCCO et al., 2007). Devido ao
estagio imaturo do desenvolvimento dos CLs em D2, estes ndo responderam
ao tratamento promovendo a queda nas concentracdes de P4 e apenas um
aumento mais lento das concentracoes de P4 foram observadas.
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Embora o tratamento com a PGF,, em CLs imaturos (D2) ndo tenha
promovido a lutedlise total, esse aumento mais lento nas concentragdes de P4
podem atrasar o0 desenvolvimento embrionario e comprometer o
estabelecimento e a manutencdo da gestacdo (MOCKLIN et al., 2006;
TROEDSSON et al., 2001).

Ainda, o curto periodo de avaliacdo do CL no presente trabalho, ao
longo das 48h apo6s a administracdo da PGF,q, pode nao ter sido suficiente
para captar outras alteracbes no aumento da P4 ao contrario de outros
trabalhos que avaliaram o CL por um periodo maior (TROEDSSON et al., 2001;
NIE et al., 2003a, b; BRENDEMUEHL, 2002). Bergfelt et al. (2006) observaram
o inicio da ressurgéncia funcional dos CLs tratados no D3 a partir do sexto dia

do ciclo, ou seja, proximo das 72h apds o tratamento com a PGFq.

8. CONCLUSOES

o A avaliacdo subjetiva da perfusédo vascular € um método simples, rapido

e € uma andlise confiavel para estimar a funcionalidade do CL.

o A queda das concentracdes de progesterona apdés a administracdo de

PGF,q no D8 é dependente da dose aplicada de horménio.

. A administracdo de diferentes doses de PGF,, em CLs imaturos dois
dias apds a ovulacdo nao foi suficiente para causar queda nas concentracdes

de progesterona.

o A avaliagdo do CL por 48 horas apos a administracdo de PGFyy néo foi
eficaz na deteccdo de possiveis modificagBes transitorias na concentragdo

plasmatica de progesterona e na perfusao vascular.

o A resposta ao tratamento com 10 mg de PGFy4 é dependente da fase do
desenvolvimento do CL, sendo os CLs imaturos menos responsivos aos CLs

maduros.
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Abstract

Recent studies have demonstrated different response of the CL to different
doses of prostaglandin F,q on differente moments. The present experiment
aims to evaluate the effect of treatments with PGF,, low doses over functional e
structural characteristics of the CLs at two distintic stages. Mares were
randomly assigned into groups: D2-NaCL (n=6; 2 mL of saline solution); D2-Pgf
(n=9; 10 mg of Dinoprost Tromethamine); D2-1/10Pgf (n=6; 1 mg of Dinoprost
Tromethamine); D2-1/20Pgf (n=6; 0,5 mg of Dinoprost Tromethamine); D8-
NaCl (n=7; 2 mL of saline solution; D8-Pgf (n=6; 10 mg of Dinoprost
Tromethamine); D8-1/10Pgf (n=7; 1mg of Dinoprost Tromethamine); D8-
1/20Pgf (n=7; 0,5 mg of Dinoprost Tromethamine). Total area (AT), objective
(PVO) and subjective (PVS) vascular perfusion of the CL and plasmatic
progesterone (P4) were evaluated every six hours for 48h after treatment (HO =
immediately before treatment). PGF,, did not influenced on AT or day of
treatment. P4 showed a positive correlation to PVO and PVS, and PVS was
strongly correlated to P4. Treatment on D2 was not able to induce total
luteolysis in any mare while treatment on D8 promoted total luteolysis in all
mares in group D8-Pgf and 29% and 14% of the mares for the groups D8-
1/10Pgf and D8-1/20Pgf, respectively. Parical luteolysis were also detected in
groups on D8. The response to PGF,, seems to be dose-dependent, the
decrease in PGF,, dose proportionally decreases PVS and P4. It is concluded
that CL response to treatment with different doses of PGF,4 depends os the CL

developmental stage, D2 or D8.

Keywords: corpus luteum, luteolysis, mare, progesterone, prostaglandin Faq.
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1. Introduction

The CL is a temporary gland which is responsive to determine the
estrous cycle lent by the progesterone production [1]. Also, because its ecbolic
function (a drug that tends to increase uterine contractions), prostaglandins Faq
(PGF,y) may be used during the periovulatory period to facilitate uterine
clearance in estrous and after insemination [2,3]. For these reasons, luteolytic
agents are widely used to improve reproductive efficience of mares.

PGF,, doses have been well definided in mares [4], however, recent
studies have demonstrated different responses of CL when reduced doses [2]
or in differente phases of the CL development [5,6] PGF,q were administered.
Treatment with low PGF,, doses may lead to a parcial regression of the CL
(reduction of plasmatic progesterone concentrations without reaching a total
luteolysis) and, as seen in immature CLs, followed by a resurgence of
progesterone production [2]. But the mechanisms of how it works and what
doses are needed have not been well elucidated.

As the CL is one of the most vascularized structures in the organism, and
is dependent of the blood flow for keeping it functional, studies have been
delined to determine the efficacy of Doppler ultrasonography as a technique to
evaluate vascularity and CL function [7,8].

The present study aims to: a) characterize the parcial luteolysis
phenomenon after administration of low doses of a natural PGF,4 in mares, b)
determine the plasmatic progesterone profile during the 48h post administration
of different doses of PGF,q in mares with immature and mature CLs; c¢) evaluate
the efficiency of power-flow mode of Doppler ultrasonography over the
luteolysis process; d) test the hypothesis that the treatment response depends
on the CL developmental phase.

2. Materials and Methods
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2.1. Animals and experimental groups

The experiment was conducted from August to October of 2012 in the
southern hemisphere in accordance with the principles of ethical animal
experimentation which was approved by the Board of Ethics in Animal
Experimentation. Fifty four estrous cycles of 18 crossbred mares, 4 to 15 years
of age and weighing between 250 and 500 Kg from UNESP School of
Veterinary Medicine (Botucatu, Sao Paulo, Brazil, Latitude, -22° 53’ 09” and
Longitude, 48° 26’ 42"). Throughout the course of the experiment, all mares
were in good body condition and cycling, confined to paddocks with shelter, and
nourished with hay (Cynodon dactylon), concentrate, mineral supplement, and
water.

Ultrassonography B and power-flow Doppler modes were done
transrectally with a linear multifrenquencial (5 a 9 Mhz) transducer attached to a
Sonoace Pico (Medison do Brasil Ltda) equipment. All settings were kept
constant during the whole period of data collection.

Ovulation were induced with an intravenous injection of 2,500 Ul of hCG
(Vetecor®, Hertape Calier, Brazil) when a pre-ovulatory follicle (=35mm) and
uterine edema were detected [9]. Every six hours after ovulation induction,
ultrassonographic exams were done with the objective of a closer detection of
ovulation and a better determination of the CL age. Day of ovulation was
considered DO.

Mares were randomly assigned into groups making sure that all groups

were simultaneously evaluated.

2.1.1. Effect of low doses of prostaglandin F,4 over the immature CL in mares

To study the effect of low doses of PGF,, over the functional and
ultrassonographic characteristics of CLs during the luteogenic period (D2), 27
estrous cycles were randomly assigned into groups: a) D2-NaCl (n = 6),
negative control, injection of 2 mL of saline solution; b) D2-Pgf (n = 9), positive
control, injection of 10 mg of Dinoprost Tromethamine (Lutalyse®, Pfizer Animal
Health, Brazil), c) D2-1/10Pgf (n = 6), injection of 1 mg of Dinoprost
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Tromethamine; e d) D2-1/20Pgf (n = 6), injection of 0.5 mg of Dinoprost
Tromethamine. All treatments were done by a single intramuscular injection 48h
after detection of ovulation (HO) to ensure that all CLs were in the luteogenic

phase.

2.1.2. Effect of low doses of prostaglandin F,4 over the mature CL in mares

To study the effect of low doses of PGF,, over the functional and
ultrassonographic characteristics of mature CLs (D8), 27 estrous cycles were
randomly assigned into groups: a) D8-NaCl (n = 7), negative control, injection of
2 mL of saline solution; b) D8-Pgf (n = 6), positive control, injection of 10 mg of
Dinoprost Tromethamine, c¢) D8-1/10Pgf (n = 7), injection of 1 mg of Dinoprost
Tromethamine; e d) D8-1/20Pgf (n = 7), injection of 0.5 mg of Dinoprost
Tromethamine. All treatments were done by a single intramuscular injection

eight days after detection of ovulation (HO).

2.2. Experimental parameters

All parameters were evaluated every six hours during 48 hours after

treatment and the first evaluation were done just before treatment.

2.2.1. Total area and luteal vascular perfusion

The entire CL was scanned in a slow continuous motion. Real-time B-
mode/color-flow images of the continuous scans were captured with a digital
video-taping program and stored for evaluation in the laboratory of the CL area
and blood-flow area, as described by Ginther et al. [10].

The area with colored signals (ASC) was determined from three still
images selected sections that appeared to represent maximum area and
optimal area of color-flow signals. The CL total area was determined from the
same still images as the area of color-flow signals. Each image was captured
from the film clips using Adobe Premiere Pro 1.5 software (JPEG format; Adobe
System, San Jose, CA, USA). Colored spots were extracted from the still

images using Adobe PhotoShoop 5.5 software (Adobe Systems). The area of
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colored signals was determined using the Image J software as described [11].
Total area was also determined by the same software.

Vascular perfusion was defined as the percentage of the total area with
colored spots. The subjective vascular perfusion (PVS) was determined by the
same tecnichian during the real time video evaluations and was graduated from
0 to 100% of the CL area with colored signals. The objective vascular perfusion
(PVO) was determined from the capture images by the following formula:
(ASC/AT)100.

2.2.2. Plasmatic progesterone profile

Blood samples were collected every six hours from HO to H48 through
jugular venipuncture into heparinised tubes, beginning immediately before
treatment. Blood samples were centrifuged and plasma samples were stored at
-20°C for P4 radioimmuneassay (RIA) evaluation using commercial kits Coat-a-
Count, DPC (Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA) and following
the manufacture’s instruction.

To determine the accuracy of the test, a pool of plasma was repeated six
times and was used in duplicate. The intra-assay error and the sensitivity of the
test were calculated, 7.5% and 0.01 ng / mL, respectively.

Total luteolysis was detected when progesterone concentrations got
values below 1 ng / mL [12], we considered as parcial luteolysis when
progesterone concentrations were between 1 and 2 ng / ml during the 48 hours
of evaluations and resurgence when a drop followed by a increase in

progesterone were detected during the following hours of evaluation.

2.4. Statistical analysis

Analysis were done among groups on D2 (D2-NaCl, D2-Pgf, D2-1/10Pgf
and D2-1/20Pgf), among groups on D8 (D8-NaCl, D8-Pgf, D8-1/10Pgf and D8-
1/20Pgf) and between the pair of groups submitted to same treatment on D2
and D8 (D2-NaCl x D8-NaCl, D2-Pgf x D8-Pgf, D2-1/10Pgf x D8-1/10Pgf and
D2-1/20Pf x D8-1/20Pgf).
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Before analysis, P4 data were converted to log to achieve normality. A
mean of the three capture images of each moment of the CLs were used for the
analysis. Models for repeated measures (PROC MIXED, SAS Institute, 2009)
were used to compare means plasma progesterone (P4), CL total area (AT),
area of colored signals (ASC), subjective vascular perfusion (PVS) and
objective vascular perfusion (PVO). An interaction term between group and day
was included in all models to test the hypothesis that the difference between
groups was dependent on the day of analysis. An autoregressive covariance
structure was used to model repeated measures in the same mare. Tukey's
method was used to adjust the values of P resulting from multiple comparisons.

Simple linear regression models (PROC GLM, SAS Institute, 2009) were
used to assess associations between PVS x PVO, P4 x PVS, P4 x PVO, ASC x
P4 and AT x P4.

A qui square test were done to test the hypothesis that treatment
depends on the developmental phase of the CL (D2 or immature CL and D8 or
mature CL).

All analyzes were performed at a significance level of 0.05. Statistical
trend was defined as < 0.05 P <0.10.

3. Results

Differences among mean AT of groups were detected (P < 0.05), but not
among moments and interactions. CL AT seems to be larger on D2 than on D8.

For ASC, differences among groups (P < 0.05), moments (P < 0.05) and
an interaction between groups and moments (P < 0.05) were detected. When
evaluations were done between the pair of groups sumitted to the same
treatment but administered on different days can be seen in Fig. 1.

The percentage of the area with colored spots is the PVS, when a
subjective evaluation is done, and PVO, when an objective evaluation is done.
For PVO, differences were detected among groups (P < 0.05) which were
dependent on the moment of evaluation (P < 0.05). The mean of groups
detected differences between: D8-NaCl > D8-Pgf, D8-NaCl < D8-1/10Pgf, D8-
NaCl < D8-1/20Pgf. Differences were not detected among groups treated on



42

D2. Differences between the pair of groups submitted to the same treatments
but on different days are seen in Fig. 2.

For PVS (Fig. 3), differences were detected among groups (P < 0,05)
and moments (P < 0,05). Differences among groups were detect on D8 (P <
0,05): D2-NaCl < D8-NaCl and D8-NaCl was higher than D8-Pgf, D8-1/10Pgf
and D8-1/20Pgf. Differences were not detected among groups treated on D2.

For P4 (Fig. 4), differences were detected among groups (P < 0,05),
moments (P < 0,05) and an interaction between goups and moments (P < 0,05).
Group means were different when treatments on D8: D8-NaCl > D8-Pgf, D8-
NaCL > D8-1/10Pgf, D8-NaCl > D8-1/10pgf, D8-1/10 > D8-Pgf, D8-1/20Pgf >
D8>1/10Pgf.

Statistical analysis showed that the total luteolysis detection depended
on day of treatment only when the dose of 10 mg of dinoprost tromethamine
were administered (D2-Pgf x D8-Pgf). Between the other pair of groups
submitted to the same treatment but on different days (D2-NaCl x D8-NaCl, D2-
1/10Pgf x D8-1/10Pgf e D2-1/20Pgf e D8-1/20Pgf) the occurance of total
luteolysis did not depend on the age of CL.

Total luteolysis (P4 < 1 ng/mL) were not detected in any mare treated on
D2 while, on D8, it was observed in 0% (0/6), 100% (6/6), 29% (2/6), 14% (1/7)
of the mares in groups D8-NaCl, D8-Pgf, D8-1/10Pgf and D8-1/20Pgf,
respectively. On the other hand, 100% (6/6), 0% (0/6), 29% (2/7) and 57% (4/7)
of mares P4 did not reached P4 concentrations below 2 ng / mL when mares
were treated with 0 mg, 10 mg, 1 mg (1/10 of the dose) and 0.5 mg (1/20 of the
dose) of dinopros tromethamine, respectively.

Parcial luteolysis (1 ng/mL < P4 < 2 ng/mL) were detected in 11% (1/9),
43% (3/7) and 29% (2/7) of the mares in groups D2-Pgf, D8-1/10pgf and D8-
1/20Pgf, respectively.

P4 concentrations showed weak Spearman correlation (P < 0,05) with
ASC (coefficient = 0.58), PVO (coefficient = 0.48) and AT (coefficient = 0.14),
and a strong correlation with PVS (coefficient = 0.71) which can be estimated

by Doppler ultrasonographic exam by the formula: P4 = 0,71 + 11,49 (PVS).
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4. Discussion

Different developmental phase of the CL interfered with the response to
treatment. While a drop in P4, ASC, PV0O and PVS can be seen in all groups in
which mares were treated with either PGF,, doses administered on D8, the
same response can not be seen on D2. These findings are easily explained by
the physiological development of CL in mammals. Luteogenesis is completed
three days after ovulation and is followed by hypertrophy of luteinic cells until
the stableshment of a mature CL that ends its function when luteolysis process
occurs. PGF,, acts by decreasing Star expression, the steroidogenesis
regulatory protein [13]. For this reason a PGF,, is not capable of promoting cell
death while cell differentiation is not completed and cells are responsive to it.
However, it is interesting to note that the occurrence of total luteolysis was only
dependent on the day of treatment when a full dose of PGF,, was

administered.

Treatments on D2 did not promote the ocurrency of total luteolysis in any
of the mares used in this study and only the full dose of PGF,, (10 mg of
dinoprost tromethamine) was capable of inducing parcial luteolysis in one out of
the 9 mares used for this group (D2-Pgf). Independent of dose, PGFyq
treatment did not prevent the increase in P4, however, the level of increase
seems to depend on PGF,, dose. This same increase in P4 after administration
of different doses of a synthetic PGF,y (250 ug and 25 ug of cloprostenol) on
D2 has been report before [2]. However, a different response seems to be
detected when PGF,, is administered one day later than chose for this
experiment. When 10 mg of dinoprost tromethamine was administered on D3,

treatment led to a sharp drop in the P4 concentrations [5].

When comparing the response to different PGF,, doses on D8, we can
see that total luteolysis was detected in 100% of mares treated with the full
dose of PGF,, while a decreased percentage of mares with total luteolysis
were seen as the dose of PGF,, was also decreased. In contrast of what we
expected, parcial luteolysis was also induced on D8. Low doses of PGFyq

leaded to the detection of partial luteolysis in 43% and 29% of mares treated
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with 1/10 and 1/20 of the full PGF,, dose, respectively. These findings differ to
a previous report where Barker et al. (2006) detected that a low dose such as
1.25 mg of dinoprost tromethamine was able to promote total luteolysis (P4 < 1
ng / mL) 2.14 days after treatment in mares treated between D6 and D12 of the
estrous cycle, while in the present experiment, evaluation of P4 concentrations

was only held until the second day after treatment.

The phenomenon of resurgence could not be detected in the present
experiment as seen in previous reports [2,3,5]. Bergfelt et al. [5] observed that
luteal gland resurgence in P4 was detected in 75% of the mares treated with 10
mg of dinoprost tromethamine on D3. Of these mares, 50% were designated as
having a minor resurgence characterized by a relatively small inscrease in P4
(< 1.5 ng / ml) that lasted about 2 days before decrease began. The other 50%
of the mares were designated with a major resurgence characterized by a
relatively large increase in progesterone (> 3 ng / mL) that lasted about 6 days
before a decrease began. When treatments were done with a PGF,4 analogue
(cloprostenol) until D2 a delayed increase or a transient cessation or decrease
in P4 that was followed by a complete or partial rebound to control
concentrations [2,3] which demonstrates the capability of the day 2 CL to

resume its function.

Also, a dose dependent response could be detected when treatment
where done on D8 over the P4 concentrations and PVS, as a previous study
had indicated [14].

Vascular perfusion is closely associated with luteal function. Each luteal
cell is in direct contact with many capillaries and the CL is one of the structures
with the highest blood-flow in the organism [13]. The CL hemodynamic
evaluation determines its function in mares [10]. These statements explain why
gradual reductions in P4 after administration of either dose of PGF,, on D8
could be also detected in ASC, PVO and PVS.

ASC, PVO and PVS had similar profiles and for all of these variables
differences were not detected when treatment were done on D2 but at the D8.
Within the conditions for the present experiment and with this observer, the

subjective evaluation of vascular perfusion was more efficient in detecting



45

changes in P4 concentrations during luteolysis induction than PVO and ASC.
This might be explained by the facility in detection of variation in colors and its
intensity by PVS than by pixels count. As Doppler ultrasonography is a simple
and quick exam, it can be routinely used for predicting P4 concentrations. For
uterine vascular perfusion, Silva & Ginther [15] concluded that the subjective

evaluation is an useful technique for vascular perfusion assessment.

Major ASC for HO on D8 where detected when compared to HO on D2
which is explained by the higher P4 production by the CL starting at the eighth
day after ovulation [10]. On the other hand, major AT is seen on D2 than on D8
because of the presence of a blood clot in the middle of the immature CLs that

contracts and regresses during the course of the days [16]

AT reduction, seen in previous studies [1,10], was not detected in the
present experiment probably because of the short evaluation period after
PGF,, injection. For the detection of AT reduction, other authors [1,10]
evaluated the AT for a longer period of time (D9 to D21).

5. Conclusions

The present study concluded that:

e PVS evaluation is simple, quick and is a reliable analysis for predicting

progesterone production by the CL;
e The response to PGF,, is dose-dependent;

e Different doses of PGF,, in immature CLs was not sufficient to cause a

decreade in P4;

e The 48 hours evaluation after PGF,, injection were not effective in

detecting possible transient changes in P4,

e The occurrence of total luteolysis after injection of 10 mg of dinoprost
tromethamine is dependent on the stage of CL development, being
immature CLs less responsive than mature CLs.
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Subdivision-numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections
should be numbered 1.1. (then 1.1.1., 1.1.2,, ...), 1.2., etc. (the abstract is not
included in section numbering). Use this numbering also for internal cross-
referencing: do not just refer to "the text". Any subsection may be given a brief
heading. Each heading should appear on its own separate line, with one blank

line above and below each heading.

Introduction

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding
a detailed literature survey or a summary of the results. In most cases, this
section should not exceed approximately 2 double-spaced pages.

Materials and methods

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already
published should be indicated by a reference: only relevant modifications should

be described.

Results
Results should be clear and concise, and should correspond to data collection

as described in Materials and Methods.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them.
A combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid

extensive citations and discussion of published literature.

Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions
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section, which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results

and Discussion section.
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Avoid abbreviations and formulae where possible.
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Where the family name may be ambiguous (e.g., a double name), please
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appropriate address. Provide the full postal address of each affiliation, including
the country name, and, if available, the e-mail address of each author.
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refereeing and publication, also post-publication. Ensure that telephone and fax
numbers (with country and area code) are provided in addition to the e-mail

address and the complete postal address.

Present/permanent address.

If an author has moved since the work described in the article was done, or was
visiting at the time, a "Present address™ (or "Permanent address") may be
indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author
actually did the work must be retained as the main, affiliation address.

Superscript  Arabic  numerals are used for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the
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purpose of the research, the principal results and major conclusions. An
abstract is often presented separately from the article, so it must be able to
stand alone. For this reason, References should be avoided, but if essential,
they must be cited in full, without reference to the reference list. Also, non-
standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they
must be defined at their first mention in the abstract itself.

Keywords
Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using
American spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts

(avoid, for example, "and", "of'). Be sparing with abbreviations: only
abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords will

be used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed
on the first page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the
abstract must be defined at their first mention there, as well as in the footnote.

Ensure consistency  of  abbreviations  throughout the article.
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reading the article, etc.).
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system of units (SI). If other quantities are mentioned, give their equivalent in
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Sl. You are urged to consult IUB: Biochemical Nomenclature and Related

Documents: =+http://www.chem.gmw.ac.uk/iubmb/ for further information.

AudioSlides

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their
published article. AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are
shown next to the online article on ScienceDirect. This gives authors the
opportunity to summarize their research in their own words and to help readers
understand what the paper is about. More information and examples are
available at =+http://www.elsevier.com/audioslides. Authors of this journal will

automatically receive an invitation e-mail to create an AudioSlides presentation

after acceptance of their paper.
Math formulae

Present simple formulae in the line of normal text where possible and use the
solidus (/) instead of a horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In
principle, variables are to be presented in italics. Powers of e are often more
conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that have to
be displayed separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the
article, using superscript Arabic numbers. Many word processors build
footnotes into the text, and this feature may be used. Should this not be the
case, indicate the position of footnotes in the text and present the footnotes
themselves separately at the end of the article. Do not include footnotes in the

Reference list.

Table footnotes

Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.

Artwork
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Image manipulation

Whilst it is accepted that authors sometimes need to manipulate images for
clarity, manipulation for purposes of deception or fraud will be seen as scientific
ethical abuse and will be dealt with accordingly. For graphical images, this
journal is applying the following policy: no specific feature within an image may
be enhanced, obscured, moved, removed, or introduced. Adjustments of
brightness, contrast, or color balance are acceptable if and as long as they do
not obscure or eliminate any information present in the original. Nonlinear
adjustments (e.g. changes to gamma settings) must be disclosed in the figure

legend.

Electronic artwork
General points

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.
« Save text in llustrations as ‘'graphics' or enclose the font.
* Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times,
Symbol.

« Number the illustrations according to their sequence in the text.
« Use a logical naming convention for your artwork files.
. Provide captions to illustrations separately.
* Produce images near to the desired size of the printed version.

» Submit each figure as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website: =+

http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed

information are given here.

Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalized,


http://www.elsevier.com/artworkinstructions

58

please 'save as' or convert the images to one of the following formats (note the
resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone
combinations given below): EPS: Vector drawings. Embed the font or save the
text as 'graphics'. TIFF: Color or grayscale photographs (halftones): always use
a minimum of 300 dpi. TIFF: Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000
dpi. TIFF: Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a
minimum of 500 dpi is required. If your electronic artwork is created in a
Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then please supply 'as

is'.

Please do not:

» Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG);
the resolution IS too low;
. Supply files that are too low in resolution;

« Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color Artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF, EPS or
MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted
article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional
charge, that these figures will appear in color on the Web (e.g., ScienceDirect
and other sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced
in color in the printed version. For color reproduction in print, you will
receive information regarding the costs from Elsevier after receipt of your
accepted article. Please indicate your preference for color: in print or on the
Web only. For further information on the preparation of electronic artwork,

please see =+ http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications which can arise by converting
color figures to 'gray scale' (for the printed version should you not opt for color
in print) please submit in addition usable black and white versions of all the

color illustrations.
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Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not
attached to the figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure
itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations

themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Text graphics

Present incidental graphics not suitable for mention as figures, plates or
schemes at the end of the article and number them "Graphic 1", etc. Their
precise position in the text can then be indicated. See further under Electronic
artwork. If you are working with LaTeX and have such features embedded in the
text, these can be left, but such embedding should not be done specifically for
publishing purposes. Further, high-resolution graphics files must be provided

separately.

Tables

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text.
Place footnotes to tables below the table body and indicate them with
superscript lowercase letters. Avoid vertical rules. Be sparing in the use of
tables and ensure that the data presented in tables do not duplicate results

described elsewhere in the article.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the
reference list (and vice versa). Any references cited in the abstract must be
given in full. Unpublished results and personal communications are not
recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard

reference style of the journal and should include a substitution of the publication
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date with either "Unpublished results" or "Personal communication” Citation of a
reference as "in press" implies that the item has been accepted for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference
was last accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates,
reference to a source publication, etc.), should also be given. Web references
can be listed separately (e.g., after the reference list) under a different heading

if desired, or can be included in the reference list.

References in a special issue

Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list

(and any citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference style

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text.
The actual authors can be referred to, but the reference number(s) must always
be given. Example: "...as demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones [8] obtained a

different result..."

List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order

in which they appear in the text.

Examples:

Reference to a journal publication:

[1] Van der Geer J, Hanraads JAJ, Lupton RA. The art of writing a scientific
article. J Sci Commun 2010;163:51-9.

Reference to a book:
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[2] Strunk Jr W, White EB. The elements of style. 4th ed. New York: Longman;
2000.

Reference to a chapter in an edited book:

[3] Mettam GR, Adams LB. How to prepare an electronic version of your article.
In: Jones BS, Smith RZ, editors. Introduction to the electronic age, New York:
E-Publishing Inc; 2009, p. 281-304.

Note shortened form for last page number. e.g., 51-9, and that for more than 6
authors the first 6 should be listed followed by ‘et al." For further details you are
referred to 'Uniform Requirements for Manuscripts submitted to Biomedical
Journals' (J Am Med Assoc 1997;277:927-34) (see also=+

http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform requirements.html)

Journal abbreviations source

Journal names should be abbreviated according to Index Medicus journal
abbreviations:

=+ http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/lji.html;  List of serial title  word
abbreviations: =+ http://www.issn.org/2-22661-L TWA-online.php; CAS

(Chemical Abstracts Service): =+ http://www.cas.org/sent.html.

Supplementary material

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance
your scientific research. Supplementary files offer the author additional
possibilities to publish supporting applications, high-resolution images,
background datasets, sound clips and more. Supplementary files supplied will
be published online alongside the electronic version of your article in Elsevier

Web products, including ScienceDirect: =+ http://www.sciencedirect.com. In

order to ensure that your submitted material is directly usable, please provide
the data in one of our recommended file formats. Authors should submit the
material in electronic format together with the article and supply a concise and

descriptive caption for each file. For more detailed instructions please visit our
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artwork instruction pages at =+http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Files
can be stored on diskette, ZIP-disk or CD (either MS-DOS or Macintosh).

Submission checklist

The following list will be useful during the final checking of an article prior to
sending it to the journal for review. Please consult this Guide for Authors for

further details of any item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact
details:

* E-mail address

* Full postal address

» Telephone and fax numbers

All necessary files have been uploaded, and contain:
» Keywords

« All figure captions

* All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

* Manuscript has been ‘spell-checked” and ‘'grammar-checked'
* References are in the correct format for this journal
* All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice
versa

* Permission has been obtained for use of copyrighted material from other
sources (including the Web)

* Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on
the Web (free of charge) and in print, or to be reproduced in color on the Web
(free of charge) and in black-and-white in print
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* If only color on the Web is required, black-and-white versions of the figures are

also supplied for printing purposes

For any further information please visit our customer support site ate+

http://support.elsevier.com.

AFTER ACCEPTANCE

Use of the digital object identifier

The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic
documents. The DOI consists of a unique alpha-numeric character string which
is assigned to a document by the publisher upon the initial electronic
publication. The assigned DOI never changes. Therefore, it is an ideal medium
for citing a document, particularly 'Articles in press' because they have not yet

received their full bibliographic information.

The correct format for citing a DOI is shown as follows (example taken from a

document in the journal Physics Letters B):

doi:10.1016/j.physletbh.2003.10.071

When you use the DOI to create URL hyperlinks to documents on the web, they

are guaranteed never to change.

Proofs

One set of page proofs (as PDF files) will be sent by e-mail to the
corresponding author (if we do not have an e-mail address then paper proofs
will be sent by post) or, a link will be provided in the e-mail so that authors can
download the files themselves. Elsevier now provides authors with PDF proofs
which can be annotated; for this you will need to download Adobe Reader

version 7 (or higher) available free from =+ http://get.adobe.com/reader.

Instructions on how to annotate PDF files will accompany the proofs (also given
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online). The exact system requirements are given at the Adobe site: =+
http://www.adobe.com/products/reader/tech-specs.html.

If you do not wish to use the PDF annotations function, you may list the
corrections (including replies to the Query Form) and return them to Elsevier in
an e-mail. Please list your corrections quoting line number. If, for any reason,
this is not possible, then mark the corrections and any other comments
(including replies to the Query Form) on a printout of your proof and return by
fax, or scan the pages and e-mail, or by post. Please use this proof only for
checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text,
tables and figures. Significant changes to the article as accepted for publication
will only be considered at this stage with permission from the Editor. We will do
everything possible to get your article published quickly and accurately - please
let us have all your corrections within 48 hours. It is important to ensure that all
corrections are sent back to us in one communication: please check carefully
before replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot be
guaranteed. Proofreading is solely your responsibility. Note that Elsevier may
proceed with the publication of your article if no response is received.

Offprints

The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of the
article via e-mail. For an extra charge, paper offprints can be ordered via the
offprint order form which is sent once the article is accepted for publication. The
PDF file is a watermarked version of the published article and includes a cover
sheet with the journal cover image and a disclaimer outlining the terms and

conditions of use.
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AUTHOR INQUIRIES

For inquiries relating to the submission of articles (including electronic
submission) please visit this journal's homepage. Contact details for questions
arising after acceptance of an article, especially those relating to proofs, will be
provided by the publisher. You can track accepted articles ate=+
http://www.elsevier.com/trackarticle. You can also check our Author FAQs (z+

http://www.elsevier.com/authorFAQ) and/or contact Customer Support via =+

http://support.elsevier.com.
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