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RESUMO

CASTRO, THADEU. Fluxo sanguineo luteal e concentracédo plasmética de LH
e FSH apo6s administracdo de GnRH durante a fase luteal em éguas. 2017. 61
p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) — Centro de Ciéncias Agrarias
e Engenharias - CCAE, Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre, ES, 2017.
Objetivou-se avaliar o efeito de uma Unica dose de GnRH por égua sobre as
concentracfes plasméaticas de LH, FSH, e progesterona (P4) e o fluxo sanguineo
do corpo lateo (CL) e do ovario ipsilateral ao CL. Os animais foram divididos em
trés grupos, conforme a dose de GnRH; 0 (n = 9), 100 (n = 8) ou 300 pg (n = 9),
esta foi administrada no Dia 10 do ciclo estral (Dia 0 = ovulacédo). As mensuracdes
das concentracées hormonais e do fluxo sanguineo foram realizadas na hora 0
(momento do tratamento), aos 15 minutos, 30 minutos, 1, 2, 3, 4 e 6 horas apés o
tratamento. O fluxo sanguineo da artéria ovariana foi avaliado por ultrassonografia
Doppler colorido por meio do modo espectral antes da sua entrada no ovario. A
percentagem do fluxo sanguineo do CL foi calculada por imagens de video com
Doppler colorido em tempo real por um operador sem conhecimento da identidade
da égua, hora e dose do tratamento. A concentracao de LH e FSH aumentou (P <
0,05) aos 15 minutos e houve uma diminuicdo gradual (P < 0,05) entre os 30
minutos e a hora 6 apés o tratamento. A concentracao de P4 néao foi alterada pelo
tratamento. A resisténcia ao fluxo sanguineo diminuiu entre as horas 0 e 1,
entretanto a reducéo foi maior (P < 0,05) na dose de 100 pug em comparacao a dose
de 300 ug. A percentagem de CL com sinais de fluxo sanguineo aumentou (P <
0,05) entre as horas 0 e 1, sem diferenca significativa entre as doses de 100 e 300
Mg de GnRH. Os resultados suportam a hipdtese que o GnRH aumenta a
concentragdo de LH, perfusdo vascular no CL, perfusdo vascular do ovario
ipsilateral ao CL e o fluxo sanguineo durante a fase latea. No entanto, a

concentracéo de P4 nao foi alterada.

Palavras-chave: Fluxo sanguineo. GnRH. Ultrassonografia Doppler colorido



ABSTRACT

CASTRO, THADEU. Stimulation of LH, FSH, and luteal blood flow by GnRH
during the luteal phase in mares. 2016. 61 p. Qualificacdo (Mestrado em Ciéncias
Veterinarias) — Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias - CCAE, Universidade
Federal do Espirito Santo, Alegre, ES, 2016.

A study was performed on the effect of a single dose per mare of 0 (n = 9), 100 (n
=8), or 300 (n = 9) of GnNRH on Day 10 (Day 0 = ovulation) on concentrations of LH,
FSH, and progesterone (P4) and blood flow to the CL ovary. Hormone concentration
and blood flow measurements were performed at hours 0 (hour of treatment), 0.25,
0.5,1, 2, 3, 4, and 6. Blood flow was assessed by spectral Doppler ultrasonography
for resistance to blood flow in an ovarian artery before entry into the CL ovary. The
percentage of the CL with color Doppler signals of blood flow was estimated from
videotapes of real-time color Doppler imaging by an operator who was unaware of
mare identity, hour, or treatment dose. Concentrations of LH and FSH increased (P
< 0.05) at hour 0.25 and decreased (P < 0.05) over hours 1 to 6; P4 concentration
was not altered by treatment. Blood flow resistance decreased between hours 0 and
1, but the decrease was greater (P < 0.05) for the 100-mg dose than for the 300-mg
dose. The percentage of CL with blood flow signals increased (P < 0.05) between
hours 0 and 1 with no significant difference between the 100- and 300-mg doses.
The results supported the hypothesis that GnRH increases LH concentration,
vascular perfusion of the CL ovary, and CL blood flow during the luteal phase;

however, P4 concentration was not affected.

Key-words: Blood flow. Color-Dopller Utrassonography. GnRH
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Figura 10 -

tratamento com 0 (n = 9), 100 (n = 8) e 300 pg (n = 9) de
GnRH. O efeito do tratamento (G), hora (H) e a interacdo do
tratamento e hora (GH) que foram significativos para RI, sdo
demonstrados no grafico superior. O percentual de mudanca
em RI no grafico inferior. Letras diferentes em cada hora
significa diferenca significativa (P < 0,05) entre os grupos. O

circulo indica (P < 0,05) o inicio do aumento ou diminui¢cao do

Médias +* erro padrdo da média da porcentagem de sinais do
fluxo sanguineo do CL apés o tratamento com O (n = 5), 100
(n =5) e 300 pg (n = 5) de GnRH. Efeito da hora (H) e a
interacédo do tratamento e hora (GH) sé&o por porcentagem do
CL com sinais Doppler (grafico superior) e porcentagem de
mudanca de sinais Doppler a partir da hora 0 (grafico inferior).
N&o houve diferenca entre os grupos 100 e 300 pg e o
resultado dos dois grupos foi unido para comparar a mudancga
no percentual a partir da hora 0 nos grupos 100 e 300 pug em
relacdo ao grupo controle (0 pg) (grafico inferior). O circulo
indica diferenca estatistica (P < 0,05) no inicio do aumento ou
da diminuicdo na porcentagem do CL com fluxo sanguineo.
Letras diferentes na hora significa diferenca significativa (P <
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1. INTRODUCAO

A industria do cavalo cresceu quase 12% ao ano nos ultimos 10 anos. Em
2006, eram R$ 7,5 bilhdes de faturamento bruto anual, atingindo R$ 16 bilh6es em
2015. Além disso, o complexo do agronegdcio relacionado a equideocultura gera
607.329 empregos diretos e cerca de 2,4 milhdes de empregos indiretos,
totalizando mais de 3 milhdes de empregos (LIMA; CINTRA, 2015).

A profissionalizacdo e o crescimento da equideocultura criam a necessidade
de cada vez mais utilizar as biotecnologias da reproducdo com o objetivo de
aumentar a producdo e facilitar o manejo (LIMA et al, 2012). Assim, o
conhecimento e manipulacao dos eventos reprodutivos tém-se tornado importantes
para aplicagcdo com sucesso das biotecnologias da reproducéao.

Diversas biotecnologias tém sido utilizadas para auxiliar o melhor
entendimento da fisiologia reprodutiva, tais como a ultrassonografia. Um dos
eventos amplamente estudados esta relacionado ao corpo lateo (CL).

A capacidade de recuperacdo do CL equino € surpreendente. O
ressurgimento natural da area e funcao do CL primario ao redor do dia 35 (dia 0 =
ovulacdo), apds a ovulacdo em éguas gestantes é bem descrito e documentado.
Sendo o ressurgimento do CL durante a gestacdo em éguas associado com as
propriedades luteotréficas da gonadotrofina coribnica equina (eCG), proveniente
das criptas endometriais da placenta (BERGFELT; PIERSON; GINTHER, 1989).

Além disso, a disponibilidade de imagens transretais por meio da
ultrassonografia resultou em alguns relatos que descrevem o ressurgimento do CL
primario, associado com aumento nos niveis de progesterona (P4) e area do CL.
Todos os relatos foram associados a um detectavel ou esperado pico de LH
(GINTHER; SANTOS, 2015). Sugerindo possivel efeito positivo do LH sobre as
células luteas apods o desenvolvimento do CL.

Uma das formas de se avaliar a atividade do CL € por meio da quantidade
circulante de P4 e da vascularizagdo sanguinea do CL. Em que, quanto maior o
nivel circulante de P4 e maior vascularizacdo sanguinea do CL, maior a atividade
do CL (GINTHER, 1992).
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Um hormonio responsavel pelo controle da biologia reprodutiva em
mamiferos é o hormonio liberador de gonadotrofia (GNnRH), que estimula a liberacéo
de LH e FSH pela hipéfise anterior (JOHNSON; BECKER, 1993). Por suavez, o LH
esta relacionado com atividades luteotroficas iniciais (BAIRD, 1992). Umas das
formas de se avaliar a funcao do CL € por meio do fluxo sanguineo luteal (GINTHER
et al., 2007). Portanto, estudos usando GnRH tém sido realizados para avaliar a
funcdo do CL (KANITZ et al., 2007; WILLIAMS et al., 2007). Também, estudos
relacionados & hemodinamica do sistema reprodutor equino (WITT et al., 2012).
Contudo, pouco se sabe da relacdo do GnRH com a hemodinamica na espécie
equina. Entao, foi pressuposto que o GnRH estimula o aumento das concentracdes
sanguineas de LH, e consequentemente, o aumento das concentracfes de P4, do
fluxo sanguineo do CL e da perfusdo vascular do ovario ipsilateal ao CL durante a
fase luteal em éguas.

O objetivo com o presente estudo foi avaliar a administracdo de GnRH
(Fertagyl®) durante a fase luteal, antes do inicio da lutedlise, e a associa¢ao entre
o possivel aumento das gonadotrofinas (LH e FSH) e P4 com a dindmica vascular
do ovario e do CL. Foi utilizada ultrassonografia Doppler colorido para determinar a
perfusdo vascular ovariana, sob a resisténcia do fluxo sanguineo da artéria
ovariana, antes da sua entrada no ovario ipsilateral ao CL e, para estimar o

percentual de sinais de fluxo sanguineo em toda area do CL.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Anatomia ovariana

Os ovérios da égua possuem aproximadamente 8 cm de comprimento e 4
cm de espessura. Estdo localizados na regido sublombar e sdo normalmente
ventrais a quarta ou quinta veértebras lombares, com distancia em média de 55 cm
do orificio vulvar (GETTY, 1986). A medula ou zona vascular possui localizacdo
superficial, enquanto que o cortex ou zona cortical que contém os foliculos se
encontra no interior do ovario. Esse rearranjo estrutural dos tecidos é responsavel
pela forma de rins dos ovarios, na qual o cOrtex apresenta acesso limitado apenas
pela regido de depressdo da porgéo livre ventral, denominada fossa ovulatoria
(GINTHER, 1992).

Grande parte da superficie do ovario esta coberta pelo periténio. A cobertura
peritoneal est4 ausente na regido do hilo do ovario, que € por onde 0s vasos e
nervos penetram. O estroma ovariano é formado por uma rede de tecido conjuntivo
onde ha numerosos foliculos vesiculosos que contém em seu interior fluido folicular
e ovécitos em varios estagios de desenvolvimento (GETTY, 1986).

Apoés a ruptura de um foliculo, suas células sdo transformadas em uma
estrutura glandular denominada corpo liteo (CL). Ambos, foliculos e CL, estédo
distribuidos na parte central do ovario e em direcédo a fossa da ovulagéo. O foliculo
e o CL estdo inclusos no interior de um tecido conjuntivo denso ricamente
vascularizado que corresponde a medula do ovario em outras espécies (DYCE;
SACK; WENSING, 2004).

O suprimento sanguineo do ovario € realizado pela artéria ovariana
(GHINTHER, 2007), tendo sua origem da ramificagdo da artéria aorta abdominal na
parte cranial do ligamento largo do utero (GETTY, 1986), que se divide em ramo
uterino e ovariano (DYCE; SACK; WENSING, 2004). O ramo ovariano possui um
percurso tortuoso até o ovario onde ainda se divide em varios ramos. O outro ramo
passa pela parte cranial do corno uterino onde emite pequenos ramos para a tuba
uterina e para o Utero, o qual, sofre anastomose com a artéria uterina da artéria
iliaca externa (Figura 1) (GETTY, 1986).
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bua: ramo da artéria uterina

cvc: veia cava caudal

dca: artéria circunflexa profunda

eia: artéria iliaca externa

iia: artéria ilfaca interna

ipa: artéria pudenta interna

oa: artéria ovariana

ua: artéria uterina

uma: artéria umbilical

uboa: ramo uterino da artéria ovariana
ubva: ramo uterino da artéria vaginal
uov: veia uteroovariana

va: artéria vaginal

Figura 1. Orgaos e suprimento vascular do sistema reprodutivo da égua. Fonte: Ginther (2007).

A artéria ovariana € mais curta e mais calibrosa na espécie equina,
comparando com outras espécies domeésticas (GETTY, 1986), permitindo sua
identificacdo sem dificuldade por exame ultrassonografico (GINTHER, 2007). Além
disso, segundo o mesmo autor, a artéria ovariana pode ser detectada na sua origem
pela identificacdo da artéria aorta por meio de um corte longitudinal movendo o
transdutor de lado-para-lado. Assim, a artéria ovariana aparecera sobre a artéria
aorta e a veia cava. A identificagdo da artéria ovariana também pode ser feita no

pediculo ovariano.

2.2 Ciclo estral equino

Os equinos sdo animais considerados poliéstricos sazonais, ou seja,
possuem atividade reprodutiva numa determinada época do ano. A estacdo
reprodutiva das éguas ocorre do inicio da primavera até o final do ver&do. Os equinos
séo considerados reprodutores fotoperiodo crescente, pois a atividade reprodutiva
€ estimulada principalmente pelo aumento do comprimento do dia (SILVA et al.,
2015).

Sabe-se que, além do fotoperiodo, fatores como nutricdo, condi¢cao corporal
e temperatura ambiental tém efeito sobre a atividade reprodutiva sazonal (NAGY;
GUILLAUME; DAELS, 2000). Portanto, algumas éguas podem apresentar ciclo fértil
durante todo o ano, tornando-se poliéstricas anuais (HAFEZ; HAFEZ, 2004).
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O ciclo estral em éguas € composto de uma fase folicular, ou estro, e uma
fase latea, ou diestro. O intervalo entre duas ovulacdes consecutivas € de 18 a 22
dias, considerando 21 dias como a média. Onde o estro geralmente possui duragédo
de 6 dias, podendo variar de 4 a 10 dias, dependendo da égua e da racga. O diestro
€ a fase que compreende o tempo entre a ovulacdo e a regressado do CL, que
normalmente dura 15 dias, podendo variar entre 12 a 18 dias (SATUE; GARDON,
2013). Essas fases sdo caracterizadas por modificacdes internas dos 6rgaos
sexuais e do sistema glandular, assim como alteragbes comportamentais baseadas
nos niveis de estrogeno (E2) e progesterona (P4) (AURICH, 2011). A
endocrinologia do ciclo estral envolve um equilibrio entre horménios produzidos
pela glandula pineal, hipotalamo, hipdfise, ovéarios e endométrio (SATUE;
GARDON, 2013).

O crescimento folicular durante o ciclo estral depende da concentracéo
circulante de FSH, enquanto a selecdo e subsequente dominancia folicular estéo
associadas com a diminuicdo do FSH e aumento do LH (GINTHER et al., 2008b).
Concomitante ao aumento das dimensdes do foliculo, estradiol continua a
aumentar, chegando a sua concentracdo maxima cerca de 1 a 2 dias antes da
ovulacdo, no momento onde os foliculos estdo na sua maxima dimensao
(DONADEU; PEDERSEN, 2008).

Em éguas, ao contrario da maioria das espécies domésticas em que a
ovulacdo ocorre 24 a 40 horas ap6s um pico ovulatério de LH, a ovulagédo é
observada quando os niveis de LH ainda estdo aumentando. Portanto, o pico de

LH ocorre ao redor de 48 horas apos a ovulacao (GINTHER et al., 2008b).

2.3 Corpo luteo (CL)

O corpo luteo é uma glandula enddcrina que tem como principal funcéo a
producdo de progesterona, que por sua vez € responsavel pela manutencdo da
gestacdo e essencial para o controle do ciclo estral por atuar sobre o
comportamento sexual da fémea (WEBB et al., 2002).

A ovulacdo em éguas ocorre numa regiao especifica do ovario denominada

fossa de ovulacdo, Unica regido do ovario recoberto por epitélio germinativo
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(McKINNON et al.,, 2011). Cerca de 30 a 50% dos CL desenvolvem-se
uniformemente, sem a formacdo de uma cavidade intraluteal, enquanto 50 a 70%
dos CL acumulam liquido dentro da cavidade antral, formando os CL hemorragicos
(KURJAK; CHERVENAK, 2008). A formacao desses corpos hemorragicos ndo €
considerada como uma condicdo patoldgica e tende a diminuir gradualmente com
0 tempo devido a organizacdo do tecido luteal e ao processo de coagulacéo
(PIERSON; GINTHER, 1985). A presenca de cavidade intraluteal em equinos néo
interfere na atividade funcional do CL (GINTHER, 1992).

Quando ocorre ruptura do foliculo levando a ovulagédo, o espaco ocupado
previamente pelo foliculo € invadido por fibroblastos, células musculares lisas,
células do sistema imune (SANCHA et al., 2002), células endoteliais, células da
teca interna e células da granulosa, que sofrem hiperplasia e/ou hipertrofia
(BERTAN, 2006), dando origem ao CL (MOURA, 2003).

A maioria dos animais domésticos apresentam dois tipos distintos de células
esteroidogénicas provenientes do foliculo que ovulou, as células da granulosa e da
teca interna. Em que, as células da granulosa tornam-se células luteais grandes e
as células da teca interna tornam-se células luteais pequenas, sendo que a primeira
nao é responsiva ao LH e a segunda € responsiva ao LH secretando quantidades
expressivas de esteroides (FITZ et al., 1982). Contudo, diferente de outras espécies
domeésticas, na égua as células da teca interna nao contribuem para formacéo do
tecido luteo (VAN NIEKERK et al., 1975). Esses autores concluiram que as células
da teca interna se degeneram e sao substituidas por fibroblastos hipertrofiados,
tornando as células da granulosa a Unica responsavel pela formacao do CL. Sendo
este estudo confirmado por outros autores (WATSON; SERTICH, 1990).

A luteogénese tem inicio durante o processo de maturacao folicular, quando
0 aumento pré-ovulatério de LH resulta na luteinizacdo das células da granulosa
(WUTTKE et al., 1998). A luteinizagdo das celulas da granulosa se conclui trés dias
apos a ovulacao e a hipertrofia das células luteais € observado até o nono dia apos
a ovulagao (McKINNON et al., 2011).

A reprogramacdao das células da granulosa em células luteais é um processo
irreversivel e que ocorre mais marcadamente poucas horas apés a ovulagdo com
mudancas gendmicas e estruturais. As células em luteinizacdo param de se dividir

e iniciam a expresséo de novas moléculas (STOCCO et al., 2007).
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Nas éguas, o CL & composto por trés tipos celulares: células IUteas
pequenas, células luteas grandes e células luteas endoteliais. Foi demonstrado que
as células lateas grandes sofrem uma diminuicdo de tamanho entre a metade e o
final do diestro e que a proporcao de células luteas pequenas aumenta diretamente
com o decorrer dos dias do diestro (WATSON; SERTICH, 1990). Contudo, ambas
as células lateas grandes e pequenas possuem capacidade de realizar
esteroidogénese (ALBRECHT; DAELS, 1997).

O LH é considerado uns dos principais horménios para o crescimento e
funcdo do CL (BAIRD, 1992). A liberacdo de LH a partir da hipéfise promove a
sintese e secrecdo de P4 pelo CL em animais domeésticos (NISWENDER, 2002).
Alguns estudos sugerem uma forte evidéncia de que em éguas o LH é essencial
para a secrecdo de P4 (BAIRD, 1992; GINTHER; SANTOS, 2014), e que a
administracao exégena de LH pode ter acéo luteotrofica (WATSON, 1995).

Ainda, durante o desenvolvimento Iateo, a grande maioria das células em
proliferacao séo células endoteliais que suportam a angiogénese que ocorre no CL,
assegurando a nutricdo e as trocas respiratorias das células que o formam,
indispensaveis para a sua viabilidade e, permitindo assim, o desenvolvimento de
suas funcdes (YAN et al., 1998).

Em equinos, o fator de necrose tumoral (TNFa) e o 6xido nitrico (NO) podem
estimular a producédo de fatores angiogénicos e a prostaglandina E2 (PGE2),
necessarios para o desenvolvimento vascular e ndo-vascular durante a fase Ilutea
inicial (FERREIRA-DIAZ et al., 2011). Os fatores de crescimento (IGF) estimulam o
efeito da esteroidogénese e protegem as células da apoptose (WATSON et al.,
2005). Segundo Watson et al. (2000), o hormdnio do crescimento (GH) é
determinante para a estabilidade e manutencdo do CL em éguas.

Estudos realizados em éguas demonstraram que o IGF-1 e o GH podem atuar
na producéo de fatores angiogénicos e na secre¢cdo de NO (TRAMONTANO et al.,
2010), mostrando que esses fatores (IGF-l e GH) podem regular a atividade
vascular luteal na espécie equina.

A vascularizagédo do CL possui correlagéo positiva com a producgéo de P4,
com aumento a partir do dia da ovulacdo, atingido o pico em média no dia 8,
diminuindo até a perda da funcionalidade do CL (Figura 2) (GINTHER et al., 2007b).
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Figura 2. Concentragdo de P4, fluxo sanguineo e area do CL durante ciclo estral. Fonte: Adaptado
de Ginther et al. (2007b).

A regressdo do CL ou lutedlise representa uma diminuicdo na producao de
progesterona e do fluxo sanguineo a partir da secre¢cdo de PGF2a proveniente do
endométrio, fazendo com que o CL perca sua integridade funcional e
concomitantemente diminua de tamanho, causando uma degradacédo estrutural
irreversivel (WEEMS; WEEMS; RANDAL, 2006).

O intervalo dos picos de PGFM (metabdlito de PGF2a) durante o processo
de lutedlise em éguas, ocorre a cada nove horas (GINTHER et al., 2008). Cada
pulso de PGFM é temporariamente associado com pulso de ocitocina (GINTHER;
BEG, 2009). Demonstrando que a ocitocina em éguas, assim como em outras
espécies domésticas, esta associada diretamente ao processo de lutedlise. Além
disso, a lutedlise em éguas inicia em média no dia 14 do ciclo estral, sendo o final
do lutedlise definido quando a P4 atinge uma concentracdo menor que 1 ng/mL
(GINTHER; BEG, 2012a).

Nas éguas, quando ndo ocorre a lutedlise e 0 animal torna-se gestante, o CL
€ o responsavel pela producéo de P4 e manutencdo da gestacao até 35 dias de
gestacdo, a partir desse momento, a placenta comeca a produzir horménio
denominado Gonadotrofina Coridnica Eguina (eCG) (BERGFELT; PIERSON;
GINTHER, 1989). O eCG possui acdo semelhante ao FSH e LH, que por sua vez,
estimula o crescimento de varios foliculos que podem ovular ou luteinizar, formando
corpos luteos acessorios que incrementam a producdo de progesterona, a qual

ajuda na manutencdo da gestacdo até aproximadamente 150-160 dias de
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gestacédo. A partir deste momento, a placenta assume integralmente essa funcéo
(NISWENDER et al., 2000).

2.4 Hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH)

O hipotalamo € uma glandula situada no cérebro, sendo considerado um
transdutor central que converte sinais neurais em sinais hormonais. Um de seus
produtos € o GnRH, um hormonio regulatdrio responsavel pelo controle da biologia
reprodutiva nos animais (GINTHER, 1992).

O GnRH é um decapeptideo (10 aminoacidos) com peso molecular de 1183
daltons, sintetizado e armazenado na base do hipotdlamo (GINTHER, 1992). O
GnRH atua na pituitaria anterior estimulando uma cascata de eventos hormonais
para a pituitaria e o sistema reprodutivo. Assim, o GnRH contribui para a liberagcéo
de LH e FSH pela hipdéfise anterior, os quais vao atingir os ovarios por meio do
sistema circulatério (JOHNSON; BECKER, 1993). Contudo, a relacdo de LH/FSH
gue atinge a circulacdo é ajustada pela frequéncia dos pulsos de GnRH e pelo
controle do feedback de estrogenos e progestagenos, sendo que, pulsos de baixa
frequéncia estimulam a producéo e liberacdo de FSH, enquanto que pulsos de alta
frequéncia estimulam a producéo e liberagéo de LH (IRVINE; ALEXANDER, 1994).

Em éguas, a frequéncia dos pulsos de GnRH é mediada também pela
liberacdo da melatonina. Uma baixa frequéncia de GnRH é liberada durante o
anestro devido a alta concentracdo de melatonina, que é produzida pela devido a
menor luminosidade nos periodos de outono e inverno (GINTHER, 1992). A
administracdo de GnRH em éguas aumenta as concentracdes de LH durante o
anestro e estro (GINTHER; WENTWORTH, 1974; GARCIA; GINTHER, 1975) e
durante o diestro (ALEXANDER; IRVINE, 1986; JOHNSON; BECKER; ROMA,
1988; KANITZ et al., 2007). J& em relacdo a concentracdo de P4, existem
resultados divergentes. Segundo Williams et al. (2007), ha aumento da
concentragdo de P4 apos tratamento com GnRH, o que nédo foi verificado por outro
estudo (KANITZ et al., 2007). A administracdo de um antagonista de GnRH em
eéguas no diestro resulta numa diminuicéo de LH, FSH, e P4 (WATSON et al., 2000).
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2.5 Efeito do LH sob a fase luteal

Em éguas, a concentraco circulante de P4 diminui gradativamente a partir
do dia 6 (Dia 0 = ovulacé&o) até o inicio da lutedlise (~ Dia 14), em associa¢cdo com
baixa concentracdo de LH (GINTHER et al., 2006). O numero de receptores de LH
no tecido luteal equino (BROADLEY et al., 1994) aumenta durante o diestro
(ROSER; EVANS, 1983). Segundo Kelly, Honey e Wise (1988), em um estudo in
vitro, o LH estimula a secrecdo de P4 pelas células luteais equinas, contudo, isso
nao foi confirmado em outro estudo in vitro conduzido por Broadley et al. (1994).

A gonodotrofina coridnica humana (hCG), um hormonio glicoproteico
secretado pelas células da placenta humana, possui grande homologia a molécula
de LH equino (WILSON et al., 1990), muito utilizado para induzir a ovulacdo em
éguas por apresentar funcdo semelhante ao LH (GASTAL et al., 2006). Portanto,
em um estudo, a administracdo de hCG em éguas aumentou a concentracao
sanguinea de P4 (WATSON; COLSTON; BROADLEY, 1995). Além disso,
administracdo de hCG ou extrato de pituitaria equina no Dia 9 do ciclo estral
prolonga a vida ativa do CL (GINTHER, 1979). Estes achados s&o consistentes com
efeito positivo do LH sob a duracdo da P4 durante a fase luteal em éguas.

Nos primatas e ruminantes, o LH esta envolvido na regulacao da sintese de
P4 (BAIRD, 1992). Em ovinos, a administracdo de LH aumenta a vida atil do CL
(DONALDSN; HANSEL, 1965) e influencia positivamente a sintese de P4 (FITZ et
al., 1982). Durante a fase lutea média, as oscilacdes nas concentracdes de LH e
P4 s&o sincronizadas (PROCKNOR et al.,, 1986; GINTHER et al., 2011la).
Precedendo o inicio da lutedlise, a administracdo de antogonista de GnRH bloqueia
a secrecdo de LH e interfere com a proeminéncia e ritmicidade da oscilacédo de P4
(GINTHER et al., 2011b). Em bovinos, a retomada dos niveis de P4 apoés pulso de
um metabdlito de PGF2a durante a pré-lutedlise e na primeira porcéo da lutedlise
(GINTHER et al., 2010) é, pelo menos parcialmente atribuivel a um pulso de LH
(SHRESTHA et al., 2011; GINTHER et al., 2013). No entanto, a sincronia entre a
oscilacdo de LH e P4 e a retomada da P4 apds cada pulso de metabdlito de PGF2a
nao ocorre em éguas (GINTHER et al., 2008).
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2.6 Efeito do LH e do FSH sob a vascularizacao do aparelho reprodutivo

O efeito da indugéo da ovulagdo por meio do aumento dos niveis de LH é
temporariamente associado com o aumento da vascularizagdo na parede dos
foliculos pré-ovulatorios em éguas (GASTAL et al.,, 2006; GINTHER; GASTAL;
GASTAL, 2007), bovinos (ACOSTA et al., 2003; SIDDIQUI et al., 2010), mulheres
(BRANNSTROM et al., 1998), camundongos (VARGA et al., 1985), coelhos (LEE;
NOVY, 1978; JANSON, 1975), e ovelhas (NISWENDER et al., 1976). A
administracdo de GnRH em bovinos estimula a secre¢cdo de LH e aumenta a
perfusdo vascular no foliculo pré-ovulatério (ACOSTA et al., 2003; THATCHER et
al., 1989). O tratamento de éguas com FSH duas vezes ao dia para induzir a
superovulacdo aumentou a perfusdo vascular do ovario concomitantemente com o
desenvolvimento de multiplos foliculos (WITT et al., 2012). Embora a associa¢ao
entre LH e fluxo sanguineo do foliculo seja bem conhecida em varias espécies, a
associacdo entre LH e fluxo sanguineo ovariano tem recebido consideracfes
limitadas na espécie equina. Tratamento de coelhos com hCG aumenta a
concentracdo de P4 e do fluxo sanguineo no tecido nao luteal do ovario, mas nao
aumenta o fluxo sanguineo do CL (WILTBANK et al., 1989). Em mulheres, a
administracao prolongada de hCG aumenta o fluxo sanguineo luteal (TAKASAKI et
al.,, 2011). Em vacas, o fluxo sanguineo luteal e P4 aumentam 1 hora apos a
administracao de hCG (BEINDORFF et al., 2009).

2.7 Ultrassonografia

No ambito da medicina, tanto humana quanto veterinaria, a ultrassonografia
tem ocupado destaque entre os mais eficazes métodos modernos de diagnosticos
nao invasivos. Fundamentalmente, sabe-se que o som é uma onda mecéanica de
forma longitudinal, que se propaga de modo circunscrito nos meios sdlido, liquido
OU gasoso, por possuirem massa e elasticidade, ndo se propagando no vacuo. Com
base no fato de que as ondas sonoras nao sao ionizantes e, portanto, indcuas aos
seres vivos, tém sido usadas amplamente para fins de diagndéstico, terapéuticos e
de pesquisas (GOLDSTEIN, 2006).
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Segundo o0 mesmo autor, o aparelho de ultrassonografia produz ondas
sonoras de alta frequéncia que ndo séo audiveis ao ser humano. Essas ondas séo
produzidas por vibracdo de cristais piezoelétricos presentes no transdutor, que
interagem com os tecidos onde podem ser refletidas, refratadas ou absorvidas. As
ondas que retornam ao transdutor formam as imagens de acordo com a impedancia
acustica do tecido (GINTHER, 1995a).

Apds o primeiro uso na medicina veterinaria para a avaliacdo de 6rgaos
reprodutivos de éguas (PALMER; DRIANCOURT, 1980), a ultrassonografia tem
sido uma ferramenta indispensavel nos diagndsticos terapéuticos e nas pesquisas
de animais de grande e pequeno porte (GOLDSTEIN, 2006).

A ultrassonografia transretal modo-B tem revolucionado o diagndstico e a
monitorizacdo de eventos reprodutivos biologicos e patolégicos, na pesquisa e
clinica veterinaria. O modo-B ndo é usado somente para identificar e medir
estruturas, mas também para ser associado a eventos reprodutivos (GINTHER,
1995). A ultrassonografia Doppler, por sua vez, adiciona informacdes fisiolégicas
sobre o fluxo sanguineo, possibilitando avaliar a hemodindmica do tecido de
interesse (GINTHER; UTT, 2004).

2.7.1 Ultrassonografia Doppler

Em 1842, o pesquisador austriaco Johann Christian Doppler descreveu o
efeito Doppler como a alteracdo na frequéncia de uma onda emitida ou refletida por
um objeto que se encontra em movimento em relagcdo ao observador (HOUSTO,
1989). Quando a fonte de onda e o objeto que recebe a onda estédo estacionarios,
a frequéncia de onda é constante. No entanto, se a fonte de onda estiver movendo-
se para perto ou longe do objeto, a frequéncia de onda diminui ou aumenta,

s

respectivamente. Quando o efeito Doppler é utilizado na ultrassonografia, o
observador estatico € o transdutor e o objeto em movimento sdo as células
sanguineas (hemacias), que refletem as ondas ultrassonograficas emitidas pelo
transdutor. A frequéncia das ondas refletidas varia de acordo com a velocidade e

sentido do fluxo sanguineo (GINTHER, 2007).
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Nos animais de grande porte, a ultrassonografia Doppler € uma tecnologia
nao invasiva com resultado em tempo real, sendo a via transretal utilizada para
avaliacdo do sistema reprodutivo (FERREIRA; IGNACIO; MEIRA, 2011). Essa
tecnologia é efetiva e util para a avaliacédo in vivo, possibilitando uma acuracia no
diagnostico de patologias, monitoracdo dos eventos reprodutivos e no estudo da
capilaridade das estruturas, assim como dos o6rgdos do sistema reprodutor
(GINTHER; UTT, 2004), podendo predizer condi¢cdes futuras dos eventos
reprodutivos (GINTHER, 2007).

A técnica de ultrassonografia Doppler € dividida em dois modos: Doppler
colorido e espectral ou pulsado. Ambos os modos séo utilizados com o objetivo de
avaliar a perfusdo sanguinea. A escolha de qual modo utilizar depende do tecido a
ser estudado (GINTHER, 2007; FERREIRA; IGNACIO; MEIRA, 2011).

2.7.2 Modo espectral

O modo espectral, analisa o fluxo sanguineo de um vaso especifico de forma
guantitativa, em que a velocidade do fluxo sanguineo € representada por um gréafico
em forma de onda denominado espectrum, representando cada onda um ciclo

cardiaco completo (Figura 3).

Figura 3. Ultrassonografia colorida Doppler, modo Spectral. Avaliagéo do indice de resisténcia
vascular. Fonte: Arquivo pessoal.
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O espectrum promove informacdo de valores como velocidade de pico
sistélico (PSV), velocidade diastélica final (EDV) e velocidade maxima média
(TAMV). Por esse modo, é possivel também identificar a direcdo do fluxo
sanguineo. Em que, a formacéo da onda abaixo da linha base do monitor é
consideranda fluxo em direcdo oposta ao transdutor. Portanto, a formacéo da onda
acima da linha base do monitor é considerada fluxo em direcdo ao transdutor
(FERREIRA; IGNACIO; MEIRA, 2011).

A adequada mensuragdo das velocidades de fluxo sanguineo durante o
exame espectral € feita por imagem do modo-B ou do modo colorido, pela
colocacao do cursor (gate) no lumen do vaso sanguineo, formando uma angulacéo
entre o cursor e o lumen do vaso, denominado angulo de insonag¢do ou angulo
Doppler (GINTHER, 2007), sendo a mensuragéo realizada num angulo entre 30° a
60° (GINTHER; UTT, 2004).

No entanto, devido a grande tortuosidade das artérias presentes no
mesomeétrio, ovarios e Utero, nao € possivel determinar os seus respectivos angulos
Doppler. Uma alternativa usada para avaliar esses vasos tortuosos é por meio dos
indices Doppler, que consiste em indice de resisténcia vascular (RI) e indice de
pulsatilidade (PI) (SILVA et al., 2005). Esses indices sdo bons indicadores da
perfusdo vascular e sdo obtidos independentemente do angulo de insolacao
(GINTHER; UTT, 2004). Ambos os RI e PI apresentam correlagdo negativa com a
perfusdo vascular do tecido irrigado pela artéria em questdo, ou seja, quanto
menores Rl e Pl maior serd a perfusdo vascular no tecido suprido por aquele vaso
(GINTHER, 2007). A escolha de qual indice Doppler a ser utilizado vai depender da
predilecdo do pesquisador.

Segundo Ginther (2007), os indices Doppler sédo calculados pela seguinte
PSV-EDV PSV — EDV

formula: Rl = Pl =
PSV TAMV

2.7.3 Modo Doppler colorido

O modo Doppler colorido prové imediatamente uma avaliacao qualitativa do

fluxo sanguineo de diferentes érgdos e tecidos. A vascularidade da estrutura é
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estimada subjetivamente considerando a extensao do tecido com pixels coloridos.
Diferente do modo espectral, o modo Doppler colorido € um método de avaliacao
simples e rapido, ndo dependendo do angulo Doppler. Esse modo ainda é
subdividido em: Modo Color-Flow e Power-Flow (GINTHER, 2007).

O modo Color-Flow prové imagem em duas cores, normalmente variando

entre azul e vermelho, representando a perfusdo vascular sanguinea da estrutura

e a direcdo do fluxo sanguineo (Figura 4).

Figura 4. Exame ultrassonografico Doppler do Corpo Luteo: modo-B (A), Color-Flow (B) e Power-
Flow (C). Fonte: Arquivo pessoal.

Os pixels vermelhos indicam que o fluxo sanguineo esta indo em direcéo ao
transdutor, enquanto pixels na cor azul indica que o fluxo sanguineo esta indo em
direcao oposta ao transdutor (GINTHER, 2007).

No modo Power-Flow, o movimento do fluxo sanguineo é graduado,
utilizando uma unica cor (vermelho) (Figura 3) e a intensidade de cores de pixel
varia de acordo como a forca de sinal do Doppler (FERREIRA; IGNACIO; MEIRA,
2011). Segundo Ginther (2007), imagens geradas por meio do modo Power-Flow
possuem maior sensibilidade para um fluxo sanguineo fraco e é independente do
angulo Doppler. O modo Power-Flow é indicado para avaliagdo de vasos com
pequenos diametros e com pouco fluxo sanguineo, vasos presentes no Utero
(mesomeétrio, endomeétrio e miométrio) e no ovario (mesovario, corpo luteo e parede

folicular).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Localizac&o do experimento

O experimento foi conduzido na instituicdo Eutheria Foundation, associado
ao Departamento de Ciéncias Patobiologicas da University of Wisconsin Madison.
A instituicdo esté situada na cidade de Cross Plains, estado de Wisconsin, ha zona
temperada, no norte dos Estados Unidos da América, situado nas coordenadas
geograficas 43° 05' 45,2" Norte e 89° 41' 12,7" Oeste.

3.2 Animais e grupos de tratamentos

Vinte e seis éguas nédo lactantes e ndo gestantes sem raca definida, com
idade entre 6 e 15 anos, pesando entre 350 e 600 Kg foram utilizadas durante a
primavera no periodo de marco a maio de 2015. N&o foram utilizados animais com
dupla ovulacdo ou histérico de CL persistente. Os animais foram submetidos a
avaliacdes ultrassonograficas prévias por via transretal e ndo foram detectadas
anormalidades no trato reprodutivo. Todos os animais da propriedade eram
avaliados diariamente ap6s o dia 10 do ciclo estral até o dia da ovulagdo para
identificar possiveis ovulagcdes de diestro e 0 momento da ovulacéo.

As éguas foram mantidas sob luz natural em baia coletiva aberta (Figura 5)
e tinham livre acesso a feno de capim Ryegrass (Lolium spp.), sal mineral e 4gua.
Todas as eguas permaneceram saudaveis e com bom estado de condic¢ao corporal,
segundo a escala de Henneke et al. (1983). Os animais foram manipulados de
acordo com o Guia de Cuidados no Uso de Animais Agricolas em Pesquisa e

Ensino do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos da América.
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Figura 5. Eguas em baia coletiva.

Durante o periodo ndo experimental (inverno), os animais eram soltos em
piquetes de capim Ryegrass (Lolium spp.) onde permaneciam até o inicio da neve
(periodo de 2 meses), apOs esse periodo, eram mantidos novamente em baia
coletiva até o proximo inverno.

As éguas foram distribuidas aleatoriamente em trés grupos de acordo com a
dose de GnRH (Gonadorelina; Fertagyl®) da seguinte forma: 0 (n = 9), 100 (n = 8)
e 300 pug de GnRH (n = 9). Cada égua pertencente ao grupo 0 ug recebeu 6 mL de
solucéo salina a 0,9%. As doses de 100 e 300 pg de GnRH foram administradas
em volume de 6 mL por diluicdo do Fertagyl® com solugéo salina a 0,9%. Cada
dose foi administrada em uma Unica aplicacéo intravenosa no dia 10 do ciclo estral

(Dia 0 = ovulacao).

3.3 Ultrassonografia e amostras de sangue

A ultrassonografia transretal, a coleta de amostras de sangue, e 0s
tratamentos (0, 100 e 300 pg) foram realizados por um Unico operador que nao
tinha o conhecimento do grupo ao qual a égua pertencia (Figura 6). Um segundo

operador codificou os tratamentos.
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Figura 6. Avaliacéo ultrassonografica.

A colheita de amostras de sangue, a ultrassonografia e os tratamentos foram
realizados em ordem, as 8 da manha no dia 10 do ciclo estral, e o tempo foi
designado como hora 0. Apés a hora 0, as amostra de sangue e exame
ultrassonografico foram realizados seguidamente em 15 minutos, 30 minutos, 1, 2,

3, 4 e 6 horas ap6s o tratamento (Tabela 1).

TABELA 1 - Esquema ilustrativo das coletas de dados: avaliagbes
ultrassonogréficas e amostras de sangue

8:00 - Dia 10 Apods o Tratamento

Trat us + uUs + us + US +
CSs CS CS

15 min. 30 min.

Trat: tratamento; H: hora; IV: intravenoso; Min.: minuto; CS: coleta de amostras de sangue; US:
exame ultrassonogréfico.

As imagens ultrassonograficas foram realizadas por meio de um aparelho de
ultrassonografia equipado com modo-B (escala de cinza) e Doppler colorido (Aloka
SSD-3500; Aloka America, Wallingford, CT, USA) com transdutor linear de 7.5-
MHz, como descrito por Ginther (2007).

Todos os exames com Doppler foram realizados na configuracdo de ganho

e contraste de cor, com velocidade de 9,96 cm/segundo, e filtro de fluxo em cores
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de 4. O modo Doppler espectral foi usado para avaliar a resisténcia ao fluxo
sanguineo na artéria ovariana a 1 cm antes da entrada no ovario ipsilateral ao CL,
por meio do indice de resisténcia do vaso (RI). A diminui¢do nos valores de Rl indica
diminuicdo na resisténcia para o fluxo sanguineo e aumento da perfuséo vascular
do ovario (GINTHER, 2007). Foi gerado um espectrum Doppler a partir de trés
ciclos cardiacos, e 0 espectrum mais organizado foi selecionado para determinar o
valor do RI. Esse procedimento foi realizado duas vezes, e a média dos dois valores
de RI foi usada para as andlises estatisticas.

Apos o inicio do experimento, foi observado que a filmagem do exame com
Doppler colorido do CL era necessaria para a estimativa objetiva e confiavel do
percentual do CL com sinais Doppler de fluxo sanguineo, assim, o percentual de
fluxo sanguineo no CL foi determinado apenas nas ultimas cinco éguas de cada
grupo. O CL foi escaneado por inteiro com movimentos continuos e lentos em
tempo real com modo-B, as imagens de Doppler colorido foram capturadas por um
sistema de filmagem como descrito por Ginther e Utt (2004). A porcentagem do
fluxo sanguineo no CL com sinais de Doppler foi estimado como descrito e validado
por Ginther (2007). A porcentagem foi determinada por um operador que nao tinha
0 conhecimento prévio da identidade das éguas, grupo experimental e hora da

andlise.

3.4 Anélise hormonal

As coletas sanguineas foram feitas em tubo contendo heparina. Apds as
coletas, as amostras foram imediatamente submergidas em agua a 0°C por 10
minutos seguido por centrifugacdo (2000 x g por 10 minutos). O plasma foi
decantado e armazenado a -20 °C até o momento da analise. A concentracao de
P4 de cada amostra foi analisada conforme descrito e validado por Ginther et al.
(2005a) utilizando o radioimunoensaio (RIA; ImmuChem Coated Tube
Progesterone 1251 RIA kit, MP Biomedicals, Costa Mesa, CA, USA).

As concentracdes de LH e FSH foram determinadas por RIA como descrito

por Ginther et al. (2005b). O coeficiente de variacdo (CV) interensaio e a
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sensitividade para LH foram de 2,6% e 0,2 ng/mL, respectivamente. O CV e a

sensibilidade para FSH foram de 4,4% e 0,30 ng/mL, respectivamente.

3.5 Andlise estatistica

Os dados que ndo foram distribuidos normalmente na base do teste de
Shapiro-Wilk, foram resolvidos por transformacéo de logaritmos naturais ou por
ranqueamento. Os dados foram processados pelo sistema de analise (SAS) PROC
MIXED com repeticbes para minimizar as autocorrelagcdes entre medidas
sequenciais (versao 9.4; SAS Institute Inc., Cary NC, EUA). Quando um fator foi
significante, o teste de Tukey foi utilizado para comparacdes entre 0s grupos dentro
da mesma hora. Quando a alteracdo foi significativa ou aproximadamente
significativa, a diferencga significativa foi usada para localizar diferengas entre horas
dentro de um ponto final. A probabilidade de P < 0,05 indicou que a diferenga foi
significativa, e a probabilidade entre P > 0,05 e P < 0,10 indicou que a significancia

foi aproximadamente significativa.
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4. RESULTADOS

Para as concentragfes de LH e FSH, os efeitos do tratamento (0, 100, 300
Hg) e tempo apds o tratamento (hora O a 6) e a interacdo do grupo e os tempos de

tratamento foram significativos (Figura 7).

G: P <0,0001
H: P < 0,0001
GH: P < 0,0001

LH - ng/mL

704
la@a G: P <0,0001
604 ‘@ H: P < 0,0001
AN GH: P < 0,0001

Horas apds o tratamento com GnRH

Figura. 7. Médias + erro padrao da média da concentrag¢édo de LH e FSH apds o tratamento com O
(n=9),100 (n =8) e 300 ug (n =9) de GnRH. Efeito do grupo tratamento (G) e hora (H) e a interacéo
do grupo e hora (GH), que foram significativos sdo mostrados. Letras diferentes em cada hora
significam diferenca significativa (P < 0,05) entre os grupos. O circulo indica (P < 0,05) o inicio de

um aumento ou diminui¢do na concentracao de LH ou FSH.
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Houve efeito do grupo sobre as concentracdes de LH e FSH. Observou-se
maior concentracdo de LH e FSH nos grupos 100 pg (3,0 £ 0,2 e 42,2 + 2,0 ng/mL)
e 300 ug (3,8+0,4e47,1+2,0ng/mL) em relagédo ao grupoOmg (1,1 £0,07 e 18,6
+ 1,2 ng/mL). O primeiro aumento (P < 0,05) em relagcdo a hora de cada
gonadotrofina (LH e FSH) ocorreu entre as horas 0 e 15 minutos e houve uma
diminuicdo gradual (P < 0,05) entre 30 minutos e a hora 6. A interacdo foi
semelhante para as gonadotrofinas (LH e FSH) e houve maior concentracdo nos
grupos 100 e 300 pg, comparando com o grupo 0 pg em todos os momentos da
avaliacao apdés a hora 0. Nao houve diferenca entre os grupos 100 e 300 ug, quando
analisados apds a remocéo do grupo 0 ug.

Para P4, apenas o efeito hora foi significativo. Houve aumento (P < 0,0009)
nas concentracdes entre 0 e 15 minutos e diminuicéo (P < 0,007) entre 15 minutos

e a hora 1, nos trés grupos (Figura 8).
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Figura. 8. Médias + erro padrao da média de concentracédo de progesterona (P4) apos o tratamento
com 0 (n=9), 100 (n=8) e 300 ug (n = 9) de GnRH. O efeito da hora (H) é demonstrado. N&o houve
efeito do tratamento do grupo ou interacdo, e todos os grupos foram unidos (gréfico inferior). O

circulo indica (P < 0,05) o inicio de um aumento ou diminuigdo na concentracao de P4.
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Quanto ao RI da artéria ovariana antes da entrada no ovario, o efeito hora e
a interacao grupo e hora foram significativos. Em relacao a interacdo grupo e hora,
houve menor RI (P < 0,05) no grupo 100 pg do que no grupo 0 pg no momento 30
minutos e menor RI (P < 0,05) no grupo 100 pg do que no grupo 300 pg aos 15

minutos, 30 minutos, 1, 2, 3 e 4 horas apdés o tratamento (Figura 9).
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Figura. 9. Médias * erro padrao da média do indice de resisténcia (RI) da artéria ovariana antes da
entrada no ovario apos o tratamento com 0 (n = 9), 100 (n = 8) e 300 pg (n = 9) de GnRH. O efeito
do tratamento (G), hora (H) e a interacdo do tratamento e hora (GH) que foram significativos para
RI, sdo demonstrado no gréfico superior. O percentual de mudanca em RI no gréfico inferior. Letras
diferentes em cada hora significa diferenca significativa (P < 0,05) entre os grupos. O circulo indica
(P < 0,05) o inicio do aumento ou diminui¢cao do RI.

Quando cada grupo foi analisado separadamente, foi detectado efeito hora
nos grupos 100 pg (P < 0,0006) e 300 pg (P < 0,03), 0 mesmo néao foi observado
no grupo O pg. Nos grupos 100 pg e 300 g, o RI diminuiu (P < 0,004) entre as
horas 0 e 1 e aumentou (P < 0,03) entre as horas 1 e 3. A diferenca em RI entre os

grupos 100 pg e 300 pg na hora 0O foi considerada aproximadamente significativa
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(P < 0,09). Portanto, o RI foi convertido em variacdo percentual a partir da hora 0
nos grupos 100 pg e 300 pg. O efeito grupo e a interacdo do grupo e hora foram
significativos (Figura 9). Em relacdo a interacdo, foi maior a diminuicdo na
porcentagem do RI no grupo 100 pg do que no grupo 300 pg nos momentos 15
minutos (P < 0,04), 30 minutos (P < 0,03) e 1 hora (P < 0,02) apds o tratamento.
Para a porcentagem de sinais do fluxo sanguineo com Doppler no CL, os
efeitos da hora e a interacdo do grupo e hora foram significativos (Figura 10). A
interacdo apresentou primeiramente um aumento na porcentagem de sinais
Doppler do fluxo sanguineo no CL durante as horas 0 e 1 nos grupos 100 pg e 300
Kg, mas nao no grupo 0 pg. Nao houve diferenca entre os grupos 100 pg e 300 ug,
qguando o grupo 0 ug foi removido das analises. A analise dos dados dos grupos
100 pg e 300 pg juntos, comparados com o do grupo 0 ug, foi aproximadamente
significativo na hora 0. Portanto, a avaliacdo dos dados do grupo 100 pg e 300 ug
foi comparada com a do grupo 0 g, a partir da conversao dos dados para variagao

percentual, a interacao foi significante (Figura 10).
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657 Fluxo sanguineo do CL

H: P < 0,004
GH: P < 0,04

% do CL com Fluxo sanguineo
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GH: P<0,04

% de mudanca de sinais Doppler

Horas apdés o tratamento com GnRH

Figura. 10. Médias + erro padrdo da média da porcentagem de sinais do fluxo sanguineo do CL
apos o tratamento com 0 (n = 5), 100 (n = 5) e 300 pg (n = 5) de GnRH. Efeito da hora (H) e a
interacdo do tratamento e hora (GH) sédo demonstrados por porcentagem do CL com sinais Doppler
(gréfico superior) e porcentagem de mudanca de sinais Doppler a partir da hora 0 (gréafico inferior).
N&o houve diferenca entre os grupos 100 e 300 pg e o resultado dos dois grupos foi unido para
comparar a mudanca no percentual a partir da hora 0 nos grupos 100 e 300 pug em relagédo ao grupo
controle (0 ug) (gréfico inferior). O circulo indica diferenca estatistica (P < 0,05) no inicio do aumento
ou da diminuicdo na porcentagem do CL com fluxo sanguineo. Letras diferentes na hora significa
diferenca significativa (P < 0,05) entre 0s grupos.

A variacao de percentual a partir da hora 0 diferiu ao decorrer das horas (P
< 0,002) nos grupos unidos 100 e 300 pug, mas néo no grupo de 0 pg. A variagao
percentual a partir da hora 0 foi maior (P <0,05) aos 30 minutos, 1 e 2 horas para o

grupo unido 100 e 300 pg do que no grupo de 0 pg.
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5. DISCUSSAO

O tratamento de éguas com GnRH por via intravenosa no dia 10 do ciclo
estral ou durante a fase lutea induziu aumento nas concentracdes de LH e FSH
ap0s a primeira amostra de sangue aos 15 minutos (GINTHER et al., 2006).
Segundo Kanitz et al. (2007), um Unico tratamento com agonista de GnRH no dia
10 do ciclo estral aumentou as concentracdes de LH na primeira amostra de sangue
apos o tratamento, aos 20 minutos, e a concentragcdo permaneceu maior do que no
grupo controle até 5 horas apdés o tratamento.

Em equinos, o GnRH induz aumento significativo de LH apés a primeira
amostra de sangue, aos 15 minutos da sua aplicacdo, durante anestro e estro
(GINTHER; WENTWORTH, 1974). Em novilhas, uma uUnica dose fisiolégica de
GnRH durante a fase latea estimula um pulso de LH que é similar ao pulso natural
de LH (GINTHER; BEG, 2012b). Novos estudos em éguas Sao necessarios para
melhor entendimento da relacdo de GnRH com LH, FSH e P4 durante a fase lutea
e, sobre os fatores que regulam a liberacdo de GnRH pelo hipotalamo para a
pituitaria anterior.

Embora o unico tratamento com 100 ou 300 pg de GnRH no Dia 10 tenha
aumentado a concentracdo de LH, ndo houve alteracdo na concentracdo de P4.
Estudos realizados na tentativa de aumentar a concentracdo de P4 em éguas por
meio da administragdo de GnRH tém sido inconsistentes (KANITZ et al., 2007).
Esses mesmos autores também observaram que um unico tratamento no dia 10 do
ciclo estral aumentou a concentragédo de LH, mas nao a de P4.

Em outro estudo, o tratamento de éguas com GnRH de forma pulsatil no dia
9 ou 10 aumentou a concentracdo circulatéria de LH e P4, mas ndo de FSH
(JOHNSON et al., 1988). A infusdo continua de GnRH durante todo ciclo estral
também aumentou as concentragfes de P4 durante a fase latea (WILLIAMS et al.,
2007). Essas varia¢des encontradas indicam a necessidade de estudos adicionais
para esclarecer os efeitos de GnRH sobre P4, quando administrado em diferentes
doses, durante diferentes concentracbes enddgenas de P4, e por administracdo

Unica ou continua.
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O aumento transitorio de P4 entre a hora 0 e 0 momento de 15 minutos foi
seguido por uma diminui¢ao ocorrida em todos 0s grupos, incluindo o grupo controle
0 pg. A razdo para o aumento transitério da P4 ndo € conhecido, mas ndo pode ser
atribuido ao tratamento com GnRH, devido ao grupo controle apresentar os
mesmos resultados do que os grupos tratados.

O aumento na perfusdo vascular do ovario ipsilateral ao CL devido ao
tratamento com GnRH foi indicado pela diminui¢cdo dos valores do fluxo sanguineo
(RI) na artéria ovariana antes da entrada no ovario. O aumento na perfusao vascular
ocorreu na primeira avaliacdo, 15 minutos apoés o tratamento. Futuras informacdes
com maior frequéncia na determinacdo do RI serdo necesséarias antes dos 15
minutos para identificar quando ocorre o inicio da resposta ao tratamento com
GnRH.

O aumento na porcentagem do fluxo sanguineo do CL com sinais de Doppler
colorido ap6s o tratamento foi consistente com aumento da perfusdo vascular do
ovario (diminuicdo nos valores do RI). Como uma excegdo, a extenséo do fluxo
sanguineo do CL nao diferiu entre as doses 100 e 300 ug. A razédo para aumento
mais pronunciado da perfusao vascular (Figura 9) com a menor dose (100 ug) do
gue com a dose mais alta (300 pg) de GnRH néo é conhecida. Pode-se inferir que
a dose de 300 pg pode ter sido associada com a inibicdo de uma overdose. No
entanto, neste estudo, ndo houve diferenca significativa na concentracdo de LH
entre as doses de 100 e 300 pg. Nesse sentido, uma overdose de GnRH suprimiria
as concentracdes de LH, e doses menores de GnRH estimulariam o LH em equinos
ou em outras espécies (MONTOVAN et al., 1990). Entretanto, futuros estudos serédo
necessarios para esclarecer essas aparentes contradicoes.

O aumento da perfusao vascular do ovario ipsilateral ao CL e 0 aumento do
fluxo sanguineo do CL na resposta do tratamento com GnRH em éguas sem
alteracdo nas concentragbes de P4 é um novo achado. Em ovelhas, a
administracdo de LH induziu o aumento da circulacdo sanguinea ovariana e na
concentracéo de P4 (NISWENDER et al., 1976). Em vacas, o tratamento com hCG
no dia 6 do ciclo induziu aumento no fluxo sanguineo luteal e na concentragédo
plasmatica de P4 uma hora apdés o tratamento (BEINDORFF et al., 2009).

Em mulheres, a inducdo da ovulacdo com hCG foi associado com aumento

no fluxo sanguineo da artéria ovariana (WASEDA et al.,, 2003). O efeito do
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estrégeno e do hCG no fluxo sanguineo do CL foi estudado em coelhos usando
microesferas radioativas (WILTBANK et al., 1989). O tratamento com hCG causou
aumento nas concentracdes de P4 e aumento no fluxo sanguineo da porcao nédo
luteal do ovario, mas ndo do corpo lateo. Dessa forma, conclui-se que, o fluxo
sanguineo do tecido nao luteal é regulado independentemente do fluxo sanguineo
do CL. O efeito positivo do GnRH na artéria ovariana e no sistema vascular luteal
em éguas, sem efeito nas concentracbes de P4, indica que o GnRH ou LH e/ou
FSH possui efeito positivo direto nos vasos sanguineos do ovario. Estudos
adicionais serdo necessarios para determinar se o efeito positivo do LH envolve
tanto o ovario ipsilateal ao CL quanto o ovario contralateral ao CL durante a fase
litea e durante a fase folicular, assim como, algum efeito sobre foliculos pré-
ovulatorios.

Embora os mecanismos envolvidos no efeito positivo do GnRH, LH ou FSH
sobre o sistema vascular do ovario ndo tenham sido determinados em animais de
grande porte, essas informacdes estao disponiveis em animais de laboratério. Um
aumento agudo no fluxo sanguineo do ovério pelo LH tem sido relatado em ratos
(WURTMAN, 1964; PIACSEK; HUTH, 1971; LEE; NOVY, 1978) e coelhos
(JANSON, 1975; VARGA et al., 1985; WILTBANK et al.,, 1989) mas ndo em
hamsters (VARGA; GREENWALD, 1979) ou cées (STARK; VARGA, 1975). Além
disso, em ratos o aumento no fluxo sanguineo do ovario ocorreu apés o tratamento
de LH, mas ndo com FSH ou prolactina (WURTMAN, 1964).

Em outro estudo, tratamento com LH aumentou o fluxo sanguineo ovariano
e a secrecdo de P4 e estradiol (LEE; NOVY, 1978). Com base na utilizacdo de
agentes bloqueadores, foi concluido que o AMP ciclico, prostaglandinas e outros
metabdlitos vasoativos estédo envolvidos no auxilio do efeito positivo do LH no fluxo
sanguineo ovariano em ratos (LEE; NOVY, 1978). Em coelhos, o fluxo sanguineo
ovariano aumentou apos 2 minutos da administragdo de LH (JANSON, 1975).
Vargas et al. (1985) observaram, em coelhos, tanto o fluxo sanguineo quanto a P4
aumentaram apoés o tratamento com LH.

A endometacina, um inibidor da sintese de prostaglandina, reduziu a
resposta hiperémica do ovario causado pelo LH, mas n&o alterou a concentragédo
de P4 ou de estradiol. O possivel papel das prostaglandinas, AMP ciclico e P4 na

mediacdo do LH associado como agente causador da inducdo de hiperemia foi
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discutido e revisado. Em mulheres (REISINGER et al., 2007) e ratos (GOMEZ et
al., 2003), as gonadotrofinas também influenciam na expressdo de fatores do
crescimento vascular endotelial e alteram fatores angiogénicos proporcionando
assim, um melhor fornecimento sanguineo para o ovario. Aparentemente, ndo esta
claro se a artéria ovariana e 0 sistema vascular interovariano de éguas contém
receptores para GnRH, LH e/ou FSH. No entanto, em outras espécies domésticas
(FIELDS; SHEMESH, 2004; ZIECIK et al., 2005) e de laboratério (SCHIRMAN-
HILDESHEIM et al., 2005), receptores extragonadal para LH estdo presentes em
diversas porcdes do trato reprodutivo incluindo a artéria uterina.

Os mecanismos direto ou intermediario para efeito das gonadotrofinas sobre
a vascularizacdo do ovario em éguas nao sao conhecidos, mas estudos reportados
de animais de laboratério séo Uteis ao considerar a direcao de futuros estudos. A
demonstracdo em éguas que o tratamento com GnRH durante a fase Ilutea induz
aumento imediato das gonadotrofinas e do fluxo sanguineo ovariano e luteal sem
efeito nas concentracdes de P4, pode estar relacionado a um efeito do GnRH, LH
e/ou FSH na vascularizacao da artéria ovariana e do CL. Um efeito direto do FSH
ou do GnRH nédo pode ser desconsiderado devido a informacfes incompletas em
estudos anteriores. O efeito do GnRH enddgeno sob a artéria ovariana parece
improvavel devido ao local de acdo do GnRH enddgeno na area hipotalamica-
pituitaria, e da sua baixa concentracao circulatéria (GINTHER, 1992). No entanto,
GnRH e seus receptores sdo produzido no ovéario de ratos (SCHIRMAN-
HILDESHEIM et al., 2005), entretanto ndo é conhecido se no ovario de éguas existe
receptores de GnRH.

Em éguas, a PGF2a e éxido nitrico podem intervir no efeito do LH nos vasos
ovarianos. Tentativas de demonstrar o efeito positivo direto do tratamento sistémico
com PGF2a sobre o fluxo sanguineo do CL em éguas usando exames diarios tém
sido insuficientes (GINTHER et al., 2007a; GINTHER et al., 2007b). No estudo de
Ginther et al. (2008), ao analisarem amostras de sangue de éguas de hora em hora,
verificou-se que o fluxo de sangue luteal ndo aumenta durante a por¢ao ascendente
do pulso de um metabdlito de PGF2a, embora ocorra em bovinos (GINTHER et al.,
2007c). O 6xido nitrico é derivado de um fator intraluteal que aparentemente medeia

certas agbdes da PGF2a no CL e também possui efeitos vasoativos (SKARZYNSKI
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et al., 2003). Em éguas, o 6xido nitrico pode estar envolvido no processo de
lutedlise (GINTHER et al., 2015), contudo, futuros estudos sao necessarios.

Os resultados deste estudo indicam que a égua é um modelo util para
determinacdo de um mecanismo para avaliacdo do aumento no fluxo sanguineo
ovariano apos o tratamento com GnRH ou gonadotrofinas. A artéria ovariana é
acessivel para determinacdo da resisténcia ao fluxo sanguineo ovariano por meio
da ultrassonografia Doppler colorida por via transretal (GINTHER; UTT, 2004).
Além disso, o surgimento prolongado de um pico de LH ovulatério e grandes
foliculos pré-ovulatérios nessa espécie (GINTHER et al., 1992) também podem ser
Uteis para determinar o papel e mecanismo de acdo das gonadotrofinas na artéria

ovariana durante o desenvolvimento do foliculo pré-ovulatorio.
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6. CONCLUSAO

A administracdo de uma unica dose de GnRH na concentracéo de 100 pg ou
300 pg em éguas no dia 10 do ciclo estral apdés a ovulacdo aumentou a
concentragdo plasmatica de LH e FSH, diminuiu a resisténcia ao fluxo sanguineo
na artéria ovariana antes da entrada no ovério ipsilateral ao CL e aumentou a
percentagem do fluxo sanguineo do CL.

O aumento da perfusdo vascular do ovario foi maior para a menor dose de
GnRH (100 pg) do que para a dose maior (300 pg). A concentragao circulante de
P4 néo foi alterada pelo tratamento com GnRH.
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A study was performed on the effect of a single dose per mare of 0 (n = 9), W00 (n = §), ar
300 (n =9) of GnRH on Day 10 (0ay 0 = ovulation) on concentrations of LH, FSH, and
progesterone { P4) and blood flow to the CL ovary. Hormone concentration and blood flow
measurements were performed at hours O (hour of treatment), 025, 05,1, 2 3, 4, and &
Blood flow was assessed by spectral Doppler ultrasonography for resistance to blood flow

E”Im‘;’d“ in an ovarian artery before entry into the CL ovary. The percentage of the (L with color
— Doppler signals of blood flow was estimated from videotapes of real-time color Doppler
LH imaging by an operator who was unaware of mare identity, hour, or treatment dose
Lusteal hload fow Concentratons of LH and F5H increased (P < 0U05) at hour 025 and decreased (P < 0.05)
Mlare over hours 1 to 6; P4 concentration was not altered by treatment. Blood flow resistance

decreased between hours 0 and 1, but the decrease was greater (P < 0.05) for the 100pg
dase than for the 300-pg dose. The percentage of CL with blood flow signals increased (P <
0.05) between hours O and 1 with no significant difference between the W00- and 300pg
doses. The results supported the hypothesis that GnRH increases LH concentration
vascular perfusion of the CL ovary, and 0 blood flow during the luteal phase; howewer, P4
concentration was not affected.
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1L Introduction

In mares, conaentration of dreulating progesterone (P4)
decreases gradually from Day 6 (Day 0 = ovulation) wntl
the beginning of luteolysis { ~Day 14) in temporal associ-
ation with low LH concentration [1]. The number of LH
receptors in equine luteal tisswe [2] increases during dies-
trus [3)]. In vitro, LH stimulates secretion of P4 by equine
luteal cells [4]: however, this was not confirmed in another
study [2]. Administration of GnRH in mares increases the
concentration of LH during anestrus and estrus [5,6] and
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during diestrus [7-9]. Concentration of P4 was increased by
GiaRH treatment in ome stisdy [10] but not in another [9]
Administration of a GnRH anagonist o diestrous mares
resultsin adecreasein LH, FSH, and P4 [11]. Administration
of hCG in mares increases the concentration of P4 [12]
Moreover, administration of hCG or an equine pituitary
extract on Day 9 of the estrous cycle prolongs the active life
of theCL [13] In addition, passive immunization against an
equine pituitary extract induces CL regression [14] These
findings are consistent with a positve effect of LH on P4
during the luteal phase in mares.

In primates and ruminants, LH is imolved in the regu-
lation of P4 synthesis [15)]. In sheep, LH administration
extends the life of the CL [16] and positively influences P4
synthesis [17]. During the midluteal phase, LH and P4
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ascillations are synchronized [18,19)]. Preceding the begin-
ning of luteolysis, a GnRH antagonist Blocks LH secretion
and interferes with the prominence and rhy thmicity of P4
ascillations [20]. The P4 rebound after a pulse of a PGF2x
metabolite during preluteolysis and the first portion of
luteolysis [21] is at least partly attributable to a pulse of LH
[22,23]. However, synchromy between LH and P4 oscilla-
dons aind the P4 rebound after each pulse of a PGF22
metabolite do not occur in mares.

The ovulation-indudng effect of an LH surge is tempo-
rally associated with an inoease invascularity of the wall of
the precvulatory follicle in mares [2425] cattle [26,27],
and women [28]. In addition, LH induces a vasoactive in-
aease of blood flow in the ovaries of rats [29], rabbits
[30:,31], and sheep [32]. The administration of GnRH in
cattle initdates the secretion of LH and increases vascular
perfusion of the precvulatory follicle [2633] Treatment of
mares with FSH twice a day to induce superovulation in-
eases ovarian vascular perfusion concurrently with the
development of muldple follicles [34]. Although the asso-
dation between LH and follicle blood flow is well known in
various species, the association between LH and luteal
blood flow has received limited consideration. Treatment of
rabbits with hCG increases P4 wncentraton and blood flow
o the ovarian nonluteal tissue but does not inoease blood
flow to the CL[35]. In women, prolonged administration of
hCG increases luteal blood Mow [36]. In cows, luteal blood
flow and P4 increase 1 hour after hCG ad ministraton [37].

Inn the present study in mares, administration of GnRH
during the luteal phase before the beginning of luteolysis
was used to study the temporal association between an
increase in gonadotropins and vascular dynamics of the
avary and CL. Color Doppler ultrasonography was used to
determine the extent of ovarian vascular perfusion on the
basis of the resistance to blood Mlow in an ovarian artery
before entry into the CL ovary, and mlor Doppler imaging
wias wsed to estmate the percentage of the entire CL with
Doppler signals of blood Mow. The hypothesis was that
GnRH stimulates an increase in LH and P4 concen trations,
vascular perfusion of the CLovary, and CL blood low during
the luteal phase.

2. Materals and methods
21 Mares and freatment groups

Nonlactating mares of unknown breeding (riding-ty pe
horses and apparent horse-pony crosses), aged 6 to
15 vears, and welghing 350 to 600 kg were used from
March to May in the northern temperate zone Animals
with double ovulation or a history of persistent CLwere not
used. Abnormalities of the reproductive Fad were nob
detected when assessed by transrectal ultrasonic imaging
[38]. The mares were housed under natural light in an open
sheler and outdoor paddodk and were maintained by free
acoess to primarily grass hay, trace mineralized salt, and
water, All mares remained healthy and in good body con-
diton throughout the study. The animals were handled
acmrding to the United States Department of Agriculture
Guide for Care and Use of Agricultural Animals in Agricul-
tiral Research and Teaching

The mares were randomized by replication into three
groups according to the dose of GnRH (Fertagyl or gona-
dorelin; Intervet, Inc, Roseland, NJ, USA) as follows:
0{n =9), 100(n = 8}, and 300-pg GnRH {n =9). Each mare
in the O-pg group was given & mL of physiological saline.
The 100 and 300-pg doses of GnRH were given in avolume
of 6 mLby diluting the Fertagyl with saline. Each dose was
gven as a single inteavenous treatment on Day 10
(Day 0 = ovulation).

22 Ulrasonography and blood sampling

Transrectal ultrasonography, collection of blood sam-
ples, and treatment were performed by a single operator
who was unaware of the reatment group; a secomd oper-
ator ooded each treatment preparation for each mare.
Blood sampling from a jugular vein, ultrasonography, and
the single treatment were performed inthat order at 8 AM
on Day 10, and the time was designated as hour 0. Blood
sampling and ultrasonography were performed thereafter
at hours 0.25, 05, 1,2, 3, 4 and 6.

A duplex B-mode (gray scale) and color Doppler ultra-
spund instrument (Aloka S5D-3500; Aloka America, Wall-
inglord, CT, USA) equipped with a linear-array 7.5-MHz
tr ansd worr was used as described [38,39]. All Doppler scans
were performed at a constant color gain setting, velocity
setting of 9.96 cmjsecond, and a color- fow Alter setting of
4. The spectral Doppler mode was used to assess the
resistance o blood Mow in the ovarian artery within 1 cm
before entry into the CLovary on the basis of the resistance
index (Rl). A decrease in Rl indicates a decrease in resis-
ance to blood flow and an increase in vascular perfusion of
the ovary [39]. ADoppler spectrum for each of three cardiac
aycles was generated, and the most organized spectrum
was selected for determining the RL This was performed
twice, and the mean of the two BRI deter minations was used
ifi the statistical analyses.

After the experiment was under way, it was realized
that videotaping of the color Doppler scan of the CL was
needed for objective and reliable estimation of the per-
centage of the CLwith Doppler signals of blood flow. The CL
blood Mow percentage was determined for the last five
replicates (n = 5 mares in each group). The entire CL was
scanned in a slow continuous motion. Real-time B-mode
and color Doppler images of the continuous S@ENS Were
captiired with a videotaping system as desaibed [40]. The
percentage of the CL with blood flow Doppler signals was
estimated as described and validated [39]. The percentage
estimates were determined by an operator who was un-
aware of mare identity, experimental group, and houwr.

23 Hormone assavs

After each blood mllection, the samples were immedi-
ately placed in lce water for 10 minutes followed by
centrifugation (2000 = g for 10 minutes ). The plasma was
decanted and stored (—20 =C) until assayed. The plasma
saim ples were assayed for P4 as described and validated foe
mare plasma in our laboratory [41] using a solid-phase
radicimmunoassay (RLA; lmmueC hem Coated Tubse Proges-
erone 1251 RIA kit MP Biomedicals, Costa Mesa, CA, USA)
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The intra-assay coefficient of variation (CV) and sensitivity
wiere 5.0% and 012 ngml, respectively. The concentrations
of LH and F5H were determined by RIA as described [42].
The intra-assay CV and sensidvity for LH were 2.6% and
0.20 ng/ml, respectively. The intra-assay CV and sensitivity
for FSH were 44% and 030 ng/mL, respectively.

24. Smbstcs

Data that were not nor mally distributed on the basis of a
Shapiro-Wilk test were resolved by transformation to
natural logarithms or ranks, Data processing used the sta-
tistical analysis system (SAS) PROC MIXED with a
REPEATED statement o minimize autocorrelation among
sequential measurements (version 9.4: SAS Institute lnc.,
Cary NC, USA) When a fador was significant Tukey's
honestly significant difference test was used for compari-
sons among dose groups within an hour When the inber-
action was significant or approached significance, honestly
significant difference was used to locate differences among
hours within an end point. A probability of P < 0,05 indi-
cated a difference was significant, and a probability be-
tween P = 0005 and P < 0,10 indicated that significa noe was
approached. Differences that approached significano: were
included on a tentative or preliminary basis for potental
consideration in future studies. Data are presented as the
mean = standard error of the mean unless otherwise
indicated.

3. Results

For mncentration of LH and for concentration of FSH,
the main effeds of treatment group (0, 100, 300 pe of
GaRH) and hour (hours 0-6) and the interaction of group
and hour were significant (Fig. 1) The group effect was
from greater overall concentrations for LH and for FSH,
respectively, in the 100-pg group (30 = 02 and
422 + 20 ng/mL) and in the 300-pg group (3.8 £ 0.4 and
471 = 20 ng/mL) than in the O-pg group (11 = QO7
and 186 =+ 1.2 ng/mL). The first increase (P = 0,05) for the
hour effed of each gonadotropin occurred between hours
O and 025 and a gradual decrease (P = 0.05) between hours
05 and 6. The interaction was similar for each gonado-
tropin from greater concentration in the 100- and 300-pg
groups than in the O-pg group at each hour after hour 0.
There was no difference between the 100- and 300-pg
egroups when analyred after removal of the 0-pg group.

For P4, only the hour effect was significant (Fig. 2). The
hour effect was primarily from an increase (P < 0.0009) in
concentration between hours 0 and 025 and a decrease
(P < 0.007) between hours 0025 and 1.0 averaged over the
three groups.

For Rl in the ovarian artery before entering the ovary,
the main effects of hour and the interadion of reatment
egroup and howr were significant (Fig. 3, upper panel). The
interaction represented primarily lower RI(P = 0.05) inthe
100-pg group thanin the O-pg group at hour 0.5 and lower
RI{P < 0.05)in the 100-pg group than in the 300-pg group
at hours 025, 0.5, 1, 2, 3, and 4. When each group was
analyzed separately, an hour effiect was detected in the 10:0-
(P = 00006) and 300-pg groups (P < 0L03) but not in the

"1 LH
G 1 e
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Fg L Mean = standard emor aof the mean for concentrations of LH and FSH
after a single wrestment al O (n =9 100(n - B), or 300 pg (n = 9) of GnRH.
Muzin effects ol trestment group (G) and hour (H) and the intersction af
groupand hour (GH) that were signdlicant are shawn For each gonsdatropin
grouf meand with i different leiter within eschhour are different (P 005 )
amaong groupd. An encircled mean indicites (P < 005) the begiming of an
increage or decraate

O-pg group. In each of the 100- and 300-pg groups, the RI
diecreased (P = 0.004) between hours 0 and 1 and increased
(P = 0.03) between hours 1 and 3. The difference in RI
between the 100- and 300-pg groups at hour 0 approached
significance (P = 0.09). Therefore, Bl was comverted to
percentage change from hour 0 for the 100- and 300-pug
groups: the group effect and the interaction of group and
hour were significant (Fig. 3, lower panel). The interaction
was primarily from a greater percentage decrease in Rl in
the 100-pg group than in the 300-pg group at hours 025
(P < 0.04) 05 (P < 0L03), and 1 (P < Q.02)

For percentage of CLwith Doppler blood flow signals, the
main efects of hour and the interaction of group and hour
were significant (Fig. 4, upper panel). The interaction rep-
resented primarily an increase in percentage of CL with
blood Mow Doppler signals during hours 0 and 1 in the 100~
and 300-pg groups but not in the 0-pg group. There was no
difference between the 100- and 300-pg eroups when tee 0-
pg eroup was removed from the analysis. The difference
between the combined 100- and 300-pg groups compared to
thee O-pg group at hour 0 approached significance, The refore,
the combined 100- and 300-ug groups were compamed with
the O-pg group by mmverting to percentage change from
hour 0 the interaction was significant (Fig. 4, lower panel)
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The percentage change from hour O differed over hours
(P = 0.,002) in the combined 100- and 300-pg groups but not
in the O-pg group. Percentage change from hour 0 was
greater (P = 0,05) at hours 0.5, 1, and 2in the combined 100-
and 300-pg groups than in the 0-pg group.

4. Discussion

The intrasenous reatment of mares with GnRH on Day
10 of during the luteal phase [1)] induced an increase in
ancentrations of both LH and FSH by the first posttreat-
ment blood sampling at 15 minutes, In a reported study, a
single treatment with a GnRH agonist on Day 10 increased
the LH concentrations at the first postireatment examina-
ton at 20 minutes, and concentration was greater than that
in controls at the last examination 5 hours after treatment
[9]. In the original equine study, GnRH induced a significant
increase in LH by the frst sampling at 025 hours during
both anestrus and estrus [S5] In heifers, a single physio-
logical dose of GnRH during the luteal phase stimulates an
LH pulse that is similar to the charaderistics and role of a
natural LH pulse [43]. Further study is needed in mares on
the relationships of GARH to LH, FSH, and P4 diring the
luteal phase and on the factors that regulate release of
GnRH into the wenous portal system from the hypothala-
s o the anterior pitiitay [44).

Although the single treatment with either 100 or 300 pg
of GnRH on Day 10 increased the concentrations of LH,
GaRH did not affed the concentrations of P4 Reported
attempts to increase the mncentraton of P4 in mares by

GnRH have been inconsistent A single treatment with a
GnRH agonist on Day 10 incre ased the concentratons of LH
but not P4 [9]. Pulsatle treatment of mares with GnEH
beginnlng on Days 9 of 10 increased the drailatory con-
centrations of LH and P4 but not those of FSH [8]. Contin-
wous infusion of GnEH throughout the estrous cyde also
increased the P4 concentrations during the luteal phase
[10]. These inconsistencies indicate a need for additional
studies to clarify the effects of GnRH on P4 when given in
different doses, during different endogenous concentra-
tons of P4, and by single versus pulsatile delivery. The P4
transient increase at hour 0.25 followed by a decrease
occurred in each of the three groups including the group
that was given the O-pg dose (plysiological saline). The
reason for the transient P4 increase is not known but
annot be attributed to the GnRH reatment

The increase invascular perfusion of the CL ovary by the
single treatment with GnRH was indicated by the decrease
in blood Mow Bl in a prominent ovarian artery just before
entry into the ovary. The increase in vascular perfusion
occurred at the first examination 15 minutes after treat-
ment More frequent determination of Bl will be needed for
further information on the interval from treatment to
response, The increase in percentage of blood fow Doppler
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signals in the CL after GnRH treatmen t was consistent with
the increase in ovarian vascular perfusion (decrease in RI).
As an exception, the extent of CL blood flow did not differ
between the 100- and 300-pg doses. The reason for the
more pronounced increase in vascular perfusion with the
low dose [ 100 pg ) than with the high dose (300 pg) of GnRH
is not known, Speculatively, the 300-pg dose may have
been associated with the downregulation of an overdose,
However, inthe present study, LH concentrations were not
significanty different between the doses of 100 and 300 pe.
In this regard, an overdose of GnRH suppresses LH mn-
centrations, whereas lower doses stimulate LH in both
equine and nonequine species [45). Further study will be
needed to clarfy these apparent contradictions.

The increased vascular perfusion of the CLovary and the
increased blood Mow in the CL in fesponse o GaRH in
mares without a change in P4 concentration is a novel
finding In ewes, sdministration of LH induced an increase
in both ovarian blood Now and circulating P4 [32]. In cows,
treatment with hCG on Day 6 induced an increase in luteal

blood Now and plasma P4 within 1 hour [37]. In women,
induction of ovulation with hCG was assodated with an
increase in ovarian arterial blood Mow [45]. The efect of
estrogen and hCG on blood fow in the CL has been studied
using radicadive microspheres to measure blood fow in
pseudopregnant rabbits [35]. Treatment with hCG caused
an incease in P4 and an inoease in blood low to the
nonluteal portion of the ovary but not to the CL It was
concluded that blood Mow ot nonluteal tissue & regu-
lated independently of blood Mow to te CL The positive
effect of GnRH on the ovarian artery and the luteal vascular
system in mares without an effect on P4 output indicates
that GnRH, LH, or FSH has a direct positive effect on the
ovarian blood vessels. Further study will be neesded to
determine whether the positive effea of LH imvolves the
ovary containing the CL as well as the ovary without the CL
during the luteal phase and the precvulatory follicle during
the follicular phase,

Although the mechanisms involved in a positive effect
of GnRH, LH, or FSH on the ovarian vascular system hawve
not been determined in large animals, comparative infor-
mation is available in labor atory animals. An acute increase
in ovarian blood fow by LH has been reported for rats
[30,4748] and rabbits [29,31,35] but not for hamsters [49]
of dogs [50]. In rats, the incease in ovarian blood fow
occurred after LH treatment but not after FSH or prolactn
treatiment [47]). In another study, treatment with LH
increased the ovarian blood fow and secretion of P4 and
estradiol [30]. On the basis of the use of blocking agents, it
was conduded that cyelic AMP, prostaglandins, and other
vasoactive metabolites are involved in the effect of LH on
ovarian blood flow in rats [30]. In rabbits, ovarian blood
flow increased within 2 minutes after LH administration
[31]. In another study in rabbits, both ovarian blood fow
and P4 increased after LH treatment [29). Indomethadn, an
inhibitor of prostaglandin synthesis, lowered the ovarian
hyperemic response to LH but did not alter the P4 or
estradiol concentrations. The possible roles of prostaglan-
dins, gyclic AMP, and P4 in mediating the LH-induced hy-
peremia were discussed and reviewed. Inwomen [51] and
rats [52], the gonadotropins also influence the expression
of vascular endothelial growth factor and alter angiogenic
factors thereby providing an optimal ovarian blood supply.
Apparently, it is not known whether the ovarian artery and
the intraovarian vascular system of mares contain rece plors
for GnRH, LH, or FSH. However, in other domestic species
[53,54] and laboratory species [55], extragonadal LH re-
ceptors are present in many portons of the reproductive
tract including the uterine artery.

The direct or intermediate mechanisms for an efect of
gonadotropins on the ovarian vasculature in mares are not
known, but the reports on the studiesin laboratory animals
are useful in considering the direction of future studies. The
demonstration in mares that GnBH weatment during the
luteal phase induces an immediate inoease in gonadoto-
piie and in ovaran and luteal blood Aow without a
detected effect on P4 could be related to an effect of GRRH,
LH, or FSHon the ovarian artery and CLvasculature. A direct
effect of either FSH or GnRH cannot be discunted owing to
inad equate consideration in previous studies. An effect of
endogenous GnRH on the ovarian artery seems unlikely
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owing to the loal role of endogenous GnRH in the hypo-
thalamic—pituitary area and the resulting low circulatory
ncentraton [44). However, GaRH and its receptors are
also produced locally in the ovary of rats [55], but it is not
known whether GnRH is produced in the ovaries of mares.

In mares, PGF2x2 and nitric oxide are andidates for an
intervening role in the effed of LH on the ovarian vessels.
Artempts to demonstrate a direct positive effec of systemic
reatment with PGF2z on CL blood fow in horses using
daily examinations have been unsuccessful [56,57]. Hourly
sampling has shown that luteal blood low does not in-
aease during the ascending portion of the pulse of a PGF22
mietabolite in mares [ 58], although it does increase incattle
[59]. Nitric oxide is an intraluteal-derived factor that
apparently mediates certain actions of PGF2z in the CL and
has vasoactive effects [G0]. In mares, nitric axide may have
a role in luteolysis [61], but further study is meeded.

The results of the present study indicate that the mare
provides a useful model for determining the medianism for
an increase in ovarian blood fow after GnRH or gonado-
ropin treatment. The ovarian artery is accessible for
noninvasive determination of the resistance o ovarian
blood Mlow using transrectal color Doppler ulrasonogr aphy
[40]. Furthermore, the prolonged ovilatory LH surge and
large precvulatory follide in this species [44] may also be
wseful for determining the role and mechanisms for an ef-
fect of gonadotropins on the ovarian artery during devel-
opment of the preovulatory follicle,

4.1 Condusions

Administration of a single dose of GnRH to mares on Day
10 after ovulation increased the circulatory concen tration
of LH and F5H, decreased the resistance to blood Mow in the
ovarian artery before entry into the CL ovary, and increased
the percentage of the CL with color Doppler signals of blood
Mow:. The circulating concentration of P4 was not altered by
the GaRH treatment, despite the increase in LH. The
increased ovarian vascular perfusion as indicated by the
decreased blood Mow resistance was greater for the low
dose of GnRH (100 pg) than for the high dose (300 pg). The
response to the high dose may have represented down-
regulation from an overdose.
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