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RESUMEN

Los foliculos hemorragicos anovulatorios (HAF) son la patologia anovulatoria mas comun
en yeguas. Dicha condicion es comparable a la que padecen las mujeres (foliculos luteinizados
anovulatorios), siendo una causa importante de infertilidad en medicina humana. La causa
exacta por la que se producen estos foliculos es todavia una incognita, pero son muchos los
factores que influyen en la inhibicion de la ruptura folicular. Estudios en yeguas y en otras
especies han demostrado que la inhibicion de la sintesis de prostaglandinas (PG) mediante
administracion de antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) en el periodo periovulatorio ha
producido un alto porcentaje de foliculos luteinizados anovulatorios. De forma fisioldgica es la
hormona luteinizante (LH) la que inicia la cascada de eventos que tienen como fin la ovulacién,
entre los cuales esta la sintesis de PG dentro del foliculo preovulatorio. Otro elemento que
parece estar implicado en la formacién de HAF son los niveles altos de prolactina como se ha
demostrado en otras especies como la rata y el conejo. Un estudio reciente obtuvo resultados
similares de produccion de foliculos luteinizados anovulatorios en yeguas mediante la
administracion de sulpirida, un antagonista de la dopamina que eleva la prolactina. El objetivo de
esta tesis doctoral fue valorar el efecto de la prolactina y las prostaglandinas E2 y F2a sobre la

ovulacién y fertilidad en la yegua.

La administracion de sulpirida durante el periodo periovulatorio produjo un aumento de las
concentraciones plasmaticas de prolactina. Sin embargo, esta hiperprolactinemia no tuvo ningun

efecto sobre la ovulacién ni sobre la formacion de foliculos hemorragicos anovulatorios.

En yeguas tratadas con AINEs en el periodo periovulatorio, la administracion intrafolicular
de PGE2 y PGF2a restablecié la ovulacion dentro de las 12 h tras la inyeccion, evitando la
formacion de foliculos luteinizados anovulatorios. Ademas, supuso la correcta liberacion y
fertilizacion del ovocito, ya que las yeguas quedaron gestantes. Este mismo protocolo se empled
en yeguas al inicio del estro. En la mayoria de las yeguas se produjo el colapso folicular dentro
de las 12 h siguientes a la administracion del tratamiento. Esta fase del estudio reafirma el papel
de las prostaglandinas en el proceso de ruptura de la pared y colapso folicular y sugiere que este
hecho puede suceder incluso antes de la ultima fase de la onda preovulatoria de LH.
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ABREVIATURAS

AINE
CL
COX-2
EEM
ELISA

FSH
HAF

LUF
PG
PGE2
PGF2a
PRL
RIA

Antiinflamatorio no esteroideo

Cuerpo luteo

Ciclooxigenasa-2

Error estandar de la media

Enzyme linked immunosorbent assay (ensayo por inmunoadsorcion ligado a
enzimas)

Follicle stimulating hormone (hormona foliculo estimulante)
Haemorrhagic anovulatory follicle (foliculo hemorragico anovulatorio)
Inseminacion artificial

Intramuscular

Intravenoso

Human chorionic gonadotropin (gonadotropina coridnica humana)
Luteinizing hormone (hormona luteinizante)

Luteinized unruptured follicle (foliculo luteinizado anovulatorio)
Prostaglandinas

Prostaglandina E2

Prostaglandina F2a

Prolactina

Radioimmunoassay (radioinmunoensayo)
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INTRODUCCION

Los mecanismos que regulan la ovulacién en yeguas representan un extenso y excitante
campo de investigacion ya que hay aspectos moleculares implicados en el proceso que todavia
se desconocen. La ovulacion es, por tanto, un proceso complejo de mecanismos moleculares
que incluye una cascada de eventos cuyo fin es la degradacion y ruptura del foliculo
preovulatorio por el apex, la consiguiente liberacion del ovocito y el colapso folicular. Por ello, la
ovulacién es un paso esencial en el proceso de fertilizacion. La primera sefial que inicia dicha
cascada de eventos es el incremento preovulatorio en la concentracién de hormona luteinizante

(LH) en circulacion sanguinea periférica (Russell & Robker 2007).

De todos los factores implicados en la ovulacion, la enzima prostaglandina endoperoxido-
sintasa 2 (PGHS-2), también conocida como cicloxigenasa-2 (COX-2), presente en las células de
la granulosa y sus productos: las prostaglandinas E2 y F2a, en el liquido folicular, han sido
ampliamente estudiadas en animales de laboratorio (Gaytan et al. 2002), mujeres (Killick &
Elstein 1987), vacas (De Silva & Reeves 1985), ovejas (Murdoch et al. 1986) y yeguas (Cuervo-
Arango & Domingo-Ortiz 2011, Cuervo-Arango 2011). En todas estas especies, el bloqueo de la
COX-2 mediante la administracion de antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) inhibi6 la
ovulacién en un porcentaje elevado de las hembras tratadas y se indujo la formacion de foliculos
luteinizados anovulatorios (LUF). Estos LUF inducidos experimentalmente comparten las mismas
caracteristicas hormonales y ecograficas que los foliculos hemorragicos anovulatorios (HAF), la
condicién anovulatoria mas comun que sucede espontaneamente en yeguas (Ginther et al.
2007a, Cuervo-Arango & Newcombe 2010). Aunque los HAF regresan espontaneamente tras el
periodo de diestro normal (Cuervo-Arango & Newcombe 2010) muchas yeguas tienden a repetir
el sindrome en ciclos posteriores reduciendo sus posibilidades de quedar gestantes en la

temporada reproductora correspondiente.

Probablemente la inexistencia de opciones terapéuticas radica en el desconocimiento de
la fisiopatologia de este sindrome. Algunos estudios han citado el uso de prostaglandina F2aq,
(Ginther & Al-Mamun 2009) o su analogo sintético, cloprostenol (Cuervo-Arango & Newcombe
2010, Cuervo-Arango & Newcombe 2009a, Cuervo-Arango & Newcombe 2009b) con un
aumento en la incidencia de HAF. Esto puede deberse a que la caida en la concentracion de
progesterona resultante de la administracion de una prostaglandina exégena para lisar el cuerpo

31



INTRODUCCION

luteo (CL), permite un mayor aumento de LH durante etapas tempranas del desarrollo folicular,

interfiriendo con el proceso futuro de ovulacion (Ginther et al. 2008a).

Las PG no son el unico factor clave involucrado en el proceso de ovulacidn. Hay otros
factores como el receptor de progesterona, matrix-metaloproteinasas (MMP), como la
desintegrina o “metalloproteinase with thrombospondin-like mofits-1” (ADAMTS-1) (Boerboom et
al. 2003) y la plasmina. Por ello, técnicamente, la inhibicion de alguno de estos factores podria

inhibir el proceso de ovulacion (Russell & Robker 2007).

Estudios realizados en conejos consiguieron bloquear la ovulacion mediante la perfusion
del ovario con grandes concentraciones de PRL, probablemente por la reduccion en la
produccion de plasmina en el ovario (Yoshimura et al. 1994). Investigaciones anteriores también
demostraron que un aumento en los niveles de PRL actuaba directamente en el ovario
suprimiendo el desarrollo folicular, asi como, reduciendo la tasa de ovulacion (Lin et al. 1988,
Yoshimura et al. 1992). Una forma de elevar las concentraciones plasmaticas de PRL en la
yegua, es el uso de antagonistas de la dopamina, como la sulpirida (Besognet et al. 1997,
Donadeu & Thompson 2002).

Como se ha descrito anteriormente, la prolactina y las prostaglandinas forman parte de los
mecanismos implicados en el proceso de ovulacion, y la variacion en sus niveles plasmaticos e
intrafoliculares también se relaciona con el sindrome HAF en yeguas y, por tanto, con el fallo
ovulatorio. Por ello, determinar el efecto de dichas variaciones sobre la ovulacion y la fertilidad es
el objetivo principal de esta tesis doctoral que permitira ampliar conocimientos sobre la fisiologia
de la ovulacién y valorar posibles alternativas terapéuticas para abordar el fallo ovulatorio,

concretamente el sindrome HAF, en yeguas.
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1. FISIOLOGIA REPRODUCTIVA DEL PERIODO PERIOVULATORIO

El ciclo reproductivo de la yegua comprende una época de actividad reproductora que
corresponde a la primavera y verano, cuando hay mas horas de luz, y otra de inactividad
reproductora o anovulatoria correspondiente a los meses de invierno. Entre ambas etapas hay
un periodo de transicion (Ginther 1992).

En la yegua el ciclo estral tiene una duracion media de 22 dias, de los cuales 15 dias
corresponden al diestro y 7 dias al estro (Aurich 2011) al final del cual tiene lugar la ovulacion
(Palmer 1978, Ginther 1992). El periodo periovulatorio comprende una serie de mecanismos
fisioldgicos cuyo objetivo final es la ovulacion y el establecimiento de la gestacion. Conocer estos
procesos es fundamental para poder establecer un manejo reproductivo adecuado, asi como

entender la fisiopatologia del fallo ovulatorio y sus posibles causas.

1.1. Endocrinologia del periodo periovulatorio.

El inicio del estro en la yegua se caracteriza por la disminucion de la concentracion de
progesterona y hormona foliculo estimulante (FSH) en circulacion periférica y por el incremento

en la concentracion de hormona luteinizante (LH) y estradiol (Ginther et al. 2005).

Las concentraciones plasmaticas de FSH durante el ciclo estral presentan dos ondas, una
mayor durante el diestro, asociada a la onda folicular, la cual comienza a declinar cuando el
foliculo dominante alcanza un diametro aproximado de 13 mm, evitando asi el crecimiento de los
foliculos subordinados (Gastal et al. 1997). La otra onda de FSH es menos abrupta y coincide
con la onda preovulatoria de LH, descendiendo hasta su concentracién mas baja cuando la LH
estd alcanzando su concentracién maxima en circulacion periférica durante el periodo

periovulatorio (Irvine et al. 1998).

En la yegua, la onda preovulatoria de LH es larga a diferencia de otras especies. Ademés,
las concentraciones de LH durante la onda preovulatoria tienen un incremento bifasico. El inicio
en el incremento de LH comienza tras la luteolisis, aproximadamente 10 dias antes de la
ovulacion, y dicho incremento se hace mas marcado a partir de dos dias antes de la ovulacion
alcanzandose el pico més alto un dia después de ésta (Ginther et al. 2005). Las concentraciones
de estradiol aumentan al inicio del estro de forma concomitante con la LH en la primera fase de

la onda y alcanzan un pico dos dias antes de la ovulacién a partir del cual comienza a disminuir
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debido al cambio enzimatico que se produce en las células de la granulosa. Esta disminucion en
las concentraciones de estradiol en circulacion periférica es la responsable del rapido aumento
de LH, debido al feedback negativo que ejerce el estradiol sobre la LH (Ginther et al. 2007b,
Gastal et al. 2006a). Este rapido aumento de LH se puede inducir mediante la administracion de
gonadotropina corionica humana (hCG), tras la cual la ovulacion tendra lugar entre las 36 y 42 h
posteriores a su administracion (Ginther et al. 2009). Sin embargo, algunas yeguas en las que se
han empleado varios tratamientos con hCG desarrollan anticuerpos contra dicha hormona y, por

tanto, no se produce el efecto sobre la concentracion de LH (Siddiqui et al. 2009).

En yeguas, el estradiol ejerce un efecto positivo sobre la liberacion de prolactina (PRL) de
forma que el aumento de estradiol al inicio del estro va seguido de un aumento de PRL (Roser et
al. 1987), y también se ha observado una disminucion en la concentracion plasmatica de PRL en
las horas previas a la ovulacion (Bashir et al. 2016), asi como sucede con la concentracién
plasmatica de estradiol. Otros estudios confirmaron el efecto del estradiol sobre la PRL mediante
la administracion de estradiol durante 21 dias a yeguas poni ovariectomizadas observando un
aumento en la concentracion de PRL en plasma, asi como en la glandula pituitaria (Thompson et
al. 1991).

En cuanto a la concentracion plasmatica de progesterona, ésta desciende tras la luteolisis

y permanece por debajo de 1 ng/mL durante el estro (Ginther et al. 2006a).

1.2. Edema endometrial

La valoracion del edema endometrial junto con los cambios en el foliculo preovulatorio son
buenos indicadores para predecir el momento de la ovulacion. El incremento del edema
comienza entre los 7'y 8 dias previos a la ovulacion , alcanza el valor maximo el dia 3 antes de la
ovulacién y los 2 dias previos a la ovulacion comienza a disminuir (Hayes et al. 1985). El patrén
de edema endometrial durante el estro se ha correlacionado de forma positiva con la

concentracion en circulacion periférica de estradiol (Gastal et al. 2006a).

1.3. Cambios en el foliculo preovulatorio

El tamafio del foliculo preovulatorio es variable, con un rango entre 34 y 70 mm (Ginther
1995) dependiendo de varios factores. Razas pesadas ovulan con tamafios foliculares mayores
que razas mas ligeras (Ginther 1995). Cuando se producen ovulaciones dobles, los dos foliculos
preovulatorios alcanzan diametros menores que cuando se producen ovulaciones simples

(Ginther & Pierson 1989). Ademas la época del afio es otro factor a tener en cuenta, ya que en
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los primeros meses de la temporada reproductora (abril y mayo) los didmetros del foliculo
preovulatorio 1 dia antes de la ovulacién son mayores que en los meses del verano (Ginther &
Pierson 1989). Por todo ello, predecir el momento de la ovulacién, empleando sélo el diametro
folicular puede inducir a error. Por otro lado, hay cierta repetitividad dentro de un mismo individuo
en cuanto al tamafio del foliculo preovulatorio en sucesivos ciclos (Cuervo-Arango & Newcombe
2008) de forma que, conociendo los didmetros foliculares de una yegua en sus ciclos anteriores
se podria estimar el tamafio aproximado con el que ovularia, teniendo en cuenta otros factores
que se detallan a continuacion.

Desde que se produce la desviacion folicular, el foliculo preovulatorio crece alrededor de 3
mm por dia (Ginther et al. 2008b). Este crecimiento cesa dos dias antes de que se produzca la
ovulacién (Gastal et al. 2006a, Koskinen et al. 1989). En las yeguas en las que se induce la
ovulacién mediante la administracion de hCG, el ritmo de crecimiento folicular disminuye de
forma gradual y, por tanto, el foliculo ovula con un didmetro similar al que tenia en el momento
de la administracion de la hCG (Gastal et al. 2006a).

La forma del foliculo preovulatorio es esférica y adquiere una forma conica 24 h antes de
la ovulacion en el 84-89 % de las yeguas (Pierson & Ginther 1985a, Koskinen et al. 1989), siendo
este porcentaje menor (50 %) en otros estudios (Gastal et al. 2006b). La turgencia del foliculo
comienza a disminuir 1 dia antes de la ovulacion y es una caracteristica bastante constante a

partir de las 8 h previas a la ovulacion (Gastal et al. 2006b).

La pared del foliculo esta formada por varias capas: la capa que esta en contacto con el
liquido folicular corresponde a las células de la granulosa y mas externamente se situan las
células de la teca (interna y externa). Ecograficamente, la capa que corresponde a las células de
la granulosa es ecogénica y su grosor y ecogenicidad aumenta 24 h antes de la ovulacion
(Ginther et al. 2005, Gastal et al. 2006a). Otra caracteristica que se puede detectar
ecograficamente antes de la ovulacion, es la presencia de una banda anecoica entre la capa de
la granulosa y la teca cuya prominencia aumenta progresivamente entre 3 y 1 dia antes de la
ovulacién (Gastal et al. 1998). La capa de la granulosa, ademas, puede adoptar una forma
irregular que se denomina serrada cuando se acerca la ovulacion, y es mas evidente en la zona
opuesta al apex del foliculo (Ginther et al. 2007¢). En un estudio realizado con 27 yeguas se
observé la granulosa serrada en un 59% de yeguas entre las 12 y 1 h antes de la ovulacion,

siendo este porcentaje menor entre las 24 y 13 h previas a la ovulacion (Gastal et al. 2006b).
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1.4. Proceso de ruptura folicular

En la yegua, la enzima COX-2, se expresa en las células de la granulosa 30 h después del
comienzo de la parte final de la onda preovulatoria de LH, tanto si ésta se produce de forma
fisiolégica como si es inducida con la administracion de hCG. La COX-2 es la enzima limitante
que cataliza la reaccion de biosintesis de prostanoides a partir de acido araquidénico (Sirois &
Dore 1997). Las PG son clave en el proceso de ovulacion de numerosas especies (Robker et al.
2000a). Se cree que su implicacion en el proceso de ruptura folicular es a través de la activacion
de una familia de proteasas denominadas metaloproteinasas de la matriz (MMP) y activadores
del plasminogeno (Markosyan & Duffy 2009, Li et al. 2006). Las MMP junto con otras enzimas
proteoliticas, producen una amplia remodelacién en el apex del foliculo que culmina con la
ruptura de la pared y la ovulacién. La sintesis de las enzimas proteoliticas puede ser
dependiente o independiente de las PG, como se observo en un estudio realizado en vacas (Li et
al. 2009).

Otro de los mediadores implicados en el proceso de ruptura folicular y liberacion del
ovocito es el receptor de progesterona (PR) (Akison & Robker 2012, Robker et al. 2009).
Ratones modificados genéticamente en los que se suprimié la expresién del PR, presentaron
fallo ovulatorio (Lydon et al. 1995); asi como defectos en la expresion de ciertas enzimas
proteasas, como la ADAMTS-1 o la catepsina L (Robker et al. 2000b).

1.5. Liberacion y maduracion del ovocito

Tras la ruptura de la pared folicular se produce el colapso repentino del foliculo debido a la
evacuacion de aproximadamente el 95 % del fluido folicular (Townson & Ginther 1987) en pocos
minutos. Junto con el fluido folicular se libera el ovocito maduro el cual permanecera en el
oviducto hasta 6 dias después, para entrar posteriormente en el Utero, en el caso de que haya
sido fecundado o permanecer en el oviducto si no ha sido fecundado (Ginther 1992). El ovocito
liberado es un ovocito secundario en metafase Il, es decir, que ha reducido su nimero de
cromosomas de 64 (2N) a 32 (1N) y se encuentra en un estado de arresto durante la segunda
divisién meidtica (King et al. 1987). La fertilizacion se produce cuando el espermatozoide penetra
al dvulo y es entonces cuando la division meidtica se reanuda (Ginther 1992). Hormonalmente,
es la onda preovulatoria de LH la que estimula la maduracién del ovocito primario para continuar
la division y convertirse en un ovocito secundario. Por ello, para la recoleccion de ovocitos
maduros en reproduccion asistida se emplea la hCG de forma que, los ovocitos recogidos 35 h
tras la administracion de hCG se encuentran en metafase Il mientras que los que se recogen a

las 24 h estan en metafase | (Hinrichs 2013).
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Otra funcién de la LH es favorecer la expansion del complejo cumulus-oophorus y permitir
que el ovocito se desprenda de la capa de células de la granulosa de la pared del foliculo

preovulatorio (Hinrichs et al. 1990).

1.6. Inicio de la fase ltea

Tras el colapso folicular el inicio de la fase lutea se caracteriza por el aumento en la
concentraciéon plasmatica de progesterona por encima de 1 ng/mL, siendo dicho aumento
significativo entre las 12 y 24 h posteriores (0.5 vs 1.1 ng/mL) (Townson et al. 1989).

Ecogréaficamente se pueden distinguir dos morfologias diferentes de CL: una morfologia
solida, uniformemente ecogénica y una morfologia que presenta una laguna en el interior
correspondiente a un coagulo de sangre y que se denomina cuerpo hemorragico (CH). En los
dos tipos de CL no hay diferencias en cuanto a la produccién de progesterona (Townson et al.
1989) o duracién del diestro (Pierson & Ginther 1985b).

2. FALLO OVULATORIO: FOLICULOS HEMORRAGICOS ANOVULATORIOS

El fallo ovulatorio durante la época reproductora de la yegua es una condicién que se
considera patologica. Los foliculos hemorragicos anovulatorios (HAF) son la patologia
anovulatoria mas comun que ocurre de forma natural en la yegua (Ginther et al. 2007a, Cuervo-
Arango & Newcombe 2009a). Aunque la incidencia total de esta condicién anovulatoria en la
poblacion de yeguas es baja, de un 5 a un 8 % de todos los ciclos estrales (McCue & Squires
2002, Cuervo-Arango & Newcombe 2009a, Ginther & Pierson 1989), esta condicion puede
alcanzar incidencias del 25 al 50 % del total de ciclos en ciertas yeguas, a las que se les suele
denominar “yeguas repetidoras” (Cuervo-Arango & Newcombe 2009a, Cuervo-Arango &
Newcombe 2009b). Los primeros indicios en la bibliografia que hacen referencia a estos foliculos
“que no se rompen” fueron por los afos 40 (Burkhardt 1948). Se observd que en los meses de
octubre a noviembre se daba este fendomeno. En trabajos posteriores se los nombré como
foliculos de otofio (Knudsen & Velle 1961) y se describié la presencia de liquido hemorragico en
el antro folicular (Ginther 1979). La terminologia méas aceptada que se ha empleado en estudios
mas recientes y la que se va a utilizar en los siguientes apartados es la de HAF, cuando éstos se
producen de forma espontanea. La principal caracteristica de los HAF es que no se colapsan,
sino que forman un hematoma en el interior del antro folicular y, por lo tanto, el ovocito no puede

ser liberado.
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También en la mujer podemos encontrar un sindrome con las mismas caracteristicas
denominandose foliculos luteinizados anovulatorios, cuyas siglas en inglés son: LUF (Qublan et
al. 2006, Marik & Hulka 1978, LeMaire 1987).

2.1. Caracteristicas ecograficas de los foliculos hemorragicos anovulatorios.

Las caracteristicas ecograficas de los HAF varian segin su fase de desarrollo. En los
estadios iniciales, tanto el diametro como el contenido anecoico del antro folicular son
exactamente igual que un foliculo preovulatorio que culminara en una ovulacién normal (Ginther
et al. 2006b). Sin embargo se ha determinado ecograficamente, mediante el modo power-
Doppler, un aumento de flujo sanguineo en el area apical de la pared de los foliculos que van a
formar HAF unas horas previas a su formacién, en comparaciéon con foliculos que ovulan
normalmente (Ginther et al. 2006b, Ginther et al. 2011). Este aumento de la vascularizacion
también se ha observado en foliculos que ovulan mediante un colapso o evacuacion formando
compartimentos o septos (Ginther et al. 2007c), por tanto los HAF y las ovulaciones en las que
se forman septos compartirian dicha caracteristica.

El primer hallazgo ecografico indicativo de la formacion de un HAF es la presencia de
particulas ecogénicas flotando libremente en el antro folicular, apreciable al agitar el ovario varias
veces consecutivas durante la ecografia. La presencia de estas particulas en el antro folicular
indica el inicio de la hemorragia, y se considera equivalente a las 12 h tras la ovulacion si lo
comparamos con yeguas que ovulan normalmente (Cuervo-Arango et al. 2011). Posteriormente,
el numero de particulas aumenta hasta que resulta dificil contarlas, pero se siguen moviendo
libremente en el antro folicular tras el movimiento del ovario. El siguiente hallazgo es la presencia
de coagulos o bandas de fibrina, de apariencia mas ecogénica, y tras mover el ovario se puede
apreciar como las abundantes particulas se mueven como si, en sentido figurado, nevara. Una
vez el contenido se ha coagulado, puede presentar 3 morfologias diferentes (Cuervo-Arango &
Newcombe 2012):

e Contenido solido, una masa de tejido ecoico homogéneo que permanece firme
durante el movimiento del ovario.

o Apariencia “en tela de arafia”, se refiere a un contenido organizado formando un
entramado de bandas de fibrina que inicialmente se mueven como una gelatina y después
se convierte en una estructura firme.

e Apariencia mixta. Se trata de foliculos que presentan ambas apariencias en el
interior del antro folicular, una masa ecoica adyacente a una cavidad con bandas de

fibrina o particulas moviéndose libremente. La cavidad puede ser central o periférica.
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Estudios recientes compararon caracteristicas ecograficas de CL y HAF, viendo
diferencias en el grosor de la pared luteal, siendo mayor en los cuerpos hemorragicos de CL que
en los HAF (Cuervo-Arango & Newcombe 2013).

El diametro maximo que pueden alcanzar los HAF es variable segun estudios pero el
rango aproximado es de 60 a 80 mm y corresponde al tercer dia desde la deteccion del inicio de
la hemorragia (Ginther et al. 2006b, Cuervo-Arango & Newcombe 2012, Cuervo-Arango &
Newcombe 2013).

2.2. Caracteristicas hormonales durante el periodo periovulatorio en yeguas con

foliculos hemorragicos anovulatorios.

Los estudios realizados hasta la fecha no han revelado diferencias significativas en las
concentraciones plasmaticas de FSH, LH y progesterona entre yeguas que desarrollan HAF y las
que ovulan normalmente en los dias previos a la formacion del HAF/ovulacion. Estudios
realizados por Ginther y colaboradores en el 2007 mostraron concentraciones plasmaticas de
estradiol en el periodo periovulatorio mayores en el grupo de yeguas que desarrollaron HAF, 3
dias antes de su formacion. En el mismo estudio, se observd un aumento significativo en la
concentracion plasmatica de LH en yeguas que formaron HAF en los dias 3, 4 y 5 tras su
formacion; asi como, una concentracion plasmatica de progesterona menor en el dia 3 tras la
formacion del HAF, en comparacion con las yeguas control (Ginther et al. 2007a). En un estudio
en el que se analizaron 42 yeguas con HAF, se midid la concentracion plasmatica de
progesterona desde el dia en el que se detect6 el inicio de la hemorragia hasta la siguiente
ovulacion, el 85 % de las yeguas mostraron concentraciones plasmaticas de progesterona por
encima de 1 ng/ mL (McCue & Squires 2002). Los niveles plasmaticos de progesterona
comienzan a elevarse a las 24-48 h del inicio de la formacién del HAF y se incrementan en los
siguientes dias hasta superar los 10 ng/ mL (McCue & McKinnon 2011). En otro estudio en el
que se valoraba el momento Optimo de administracién de FM para inducir LUF, también se
realiz6 la medicion de progesterona plasmatica en los dias 0, 5y 9 tras la formacion de LUF. Las
concentraciones de progesterona fueron significativamente menores los dias 5y 9, en los grupos
con mayor incidencia de LUF en comparacion con el grupo control y los grupos en los que se
produjeron ovulaciones (Cuervo-Arango 2011). En este estudio se postuld que una posible
explicacion a las concentraciones mas bajas de progesterona en las yeguas que desarrollaron
LUF, fue que la ausencia del colapso folicular pudiera haber afectado a la productividad de las

células luteales; ya que, cuando se empieza a formar el tejido luteal, tras una ovulacién normal,
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se produce una proliferaciéon de capilares que aportan nutrientes necesarios para las células de

la granulosa y su desarrollo posterior.

2.3. Impacto sobre la fertilidad de la yegua.

La principal caracteristica de los HAF es que no se colapsan y, por tanto, el ovocito no
puede ser liberado quedando retenido en el coagulo que se forma en el antro folicular. Por ello,
las yeguas que presentan foliculos hemorragicos no son fértiles en ese ciclo concreto.

La problematica de los HAF en la reproduccion equina radica en la similitud del foliculo
preovulatorio, que ovulara normalmente, y el foliculo que formara un HAF. Si una yegua ha sido
inseminada o se ha realizado monta natural, y desarrolla un HAF en ese ciclo, no quedara
gestante. En un estudio realizado sobre 71 yeguas que presentaban foliculos persistentes que
no ovularon demostraron que, tras ser inseminadas, ninguna de ellas quedé gestante (McCue &
Squires 2002). La unica posibilidad de gestacion se daria si hubiera otro foliculo, en ese ciclo,
que ovulara normalmente. En yeguas “repetidoras” no es infrecuente encontrar ciclos con uno o
mas HAF acompafiado de una o mas ovulaciones en el mismo estro (Cuervo-Arango &
Newcombe 2009b).

La incidencia de HAF en la temporada reproductora es del 5-8 % (Ginther & Pierson 1989,
McCue & Squires 2002). En estudios posteriores, se observd una mayor incidencia
aproximadamente del 20 % en los meses de octubre y noviembre, al final de la temporada
reproductora (Ginther et al. 2007a). Este aumento en la incidencia de HAF en otofio se ha
postulado que podria deberse a que las yeguas fértiles quedan gestantes al inicio de la
temporada y las yeguas problematicas se dejan para el final, por tanto, se observa en mayor
medida en otofio.

Aunque el impacto total sobre la fertilidad de la yegua es bajo en base a la incidencia de la
patologia en el total de ciclos estrales; el impacto sobre un individuo puede ser mucho mayor
debido a que las yeguas que tienden a desarrollar estos foliculos de forma frecuente, pueden
alcanzar hasta un 50 % de repetitividad en los ciclos siguientes (Ginther et al. 2007a), como se

ha mencionado anteriormente.

2.4. Factores de riesgo

Entre los principales factores de riesgo en el desarrollo de foliculos hemorrégicos, se
encuentra el uso de tratamientos inductores del estro, como la PGF2a (Ginther et al. 2008b) y
sus analogos sintéticos (PGF) (Cuervo-Arango & Newcombe 2009a, Cuervo-Arango &
Newcombe 2010). En un estudio realizado con 42 yeguas que presentaban HAF, el 23 % de las

40



REVISION BIBLIOGRAFICA

yeguas en las que se administr6 PGF2a (26/42) desarrollaron nuevamente un HAF en el
siguiente ciclo (McCue & Squires 2002). El uso de PGF2a o sus analogos sintéticos, induce la
elevacién en la concentraciéon plasmatica de LH de forma directa, estimulando su liberacién
(Jochle et al. 1987); y de forma indirecta, debido a la bajada de progesterona que se produce
tras la luteolisis (Gastal et al. 2000, Gastal et al. 1999). La hipdtesis que se ha postulado en
varios estudios es que, el aumento en la incidencia de HAF tras el tratamiento con PGF2a podria
deberse al aumento de LH en fases tempranas del desarrollo folicular, pudiendo interferir en la
sintesis de los prostanoides implicados en el proceso de ovulacion (Ginther et al. 2008a, Ginther
et al. 2008c). En esta linea, estudios con modelos de roedores transgénicos consiguieron una
secrecion anormal de LH en los ratones modificados genéticamente, observandose ademas en
dichos roedores, problemas de infertilidad, ovarios poliquisticos con contenido hemorragico,
tumores ovéricos y problemas renales (Risma et al. 1995). En mujeres también se han
relacionado los niveles elevados de LH en la fase folicular con el sindrome del ovario poliquistico
e infertilidad (Regan et al. 1990). Sin embargo, en yeguas, estudios en los que se administro LH
durante la fase de desarrollo folicular no consiguieron demostrar ninguna relacion entre el
incremento de la concentracién periférica de LH y un aumento del fallo ovulatorio (Schauer et al.
2013). En mujeres que padecian sindrome LUF, las concentraciones de LH fueron similares a las
controles, durante todo el ciclo, aunque se observo una menor concentracion de receptores de
LH en las células luteales de los LUF (Koskimies et al. 1987). Los receptores de LH en las
células de la granulosa aumentan durante el ciclo de una forma bifasica, primero durante la
maduracioén folicular y, posteriormente, durante la luteinizacién (Rajaniemi et al. 1981).

Otro de los tratamientos empleados para inducir ovulacién, la hCG, también fue motivo de
estudio como posible factor de riesgo (Cuervo-Arango & Newcombe 2009a), pero no se hallaron
diferencias significativas entre los grupos tratados con hCG y la incidencia de HAF. En el estudio,
que se ha mencionado anteriormente, en el que se analizaron varios parametros en 42 yeguas
con HAF, se observd que, en el 52 % de las yeguas se habian empleado inductores de la
ovulacién (hCG o GnRH) (McCue & Squires 2002).

En varios estudios, se cita la edad como factor de riesgo, de manera que la incidencia de
HAF es mayor en yeguas de mas de 20 afios de edad (Ginther et al. 2007a).

En un estudio retrospectivo en el que se analizaron 612 ciclos estrales de 7 yeguas se
observd una mayor incidencia de ovulacién multiple en las yeguas que desarrollaron HAF
(Cuervo-Arango & Newcombe 2010).

Otro posible factor de riesgo son las concentraciones plasmaticas de eCG, ya que en
yeguas gestantes a partir del dia 40 de gestacion la secrecion eCG se relaciona con la formacion
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de CL suplementarios y éstos pueden originarse a partir de foliculos que ovulan (CL secundario)
0 a partir de HAF (CL accesorio) (Ginther 1992). En yeguas que abortan entre 70 y 100 dias de
gestacion, se han observado ciclos anovulatorios de 40 a 50 dias, periodo en el que los niveles
de eCG todavia son elevados (Squires et al. 1980). Sin embargo, yeguas que abortan en el dia

42 tienen ciclos estrales regulares tras el aborto (Rathwell et al. 1987).

2.5. Opciones de tratamiento

En la actualidad no existe un tratamiento como tal para los HAF. Las opciones que se dan
para las yeguas que desarrollan el problema es esperar al siguiente ciclo, evitando inducir la
luteolisis mediante el uso de analogos de prostaglandina F2a, ya que se ha demostrado que es
un factor de riesgo (Cuervo-Arango & Newcombe 2010). Se podrian realizar técnicas de
reproduccion asistida, como la inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSl), que
requiere un tratamiento en laboratorios especializados, tras previa obtencion del ovocito
mediante puncién transvaginal ecoguiada del foliculo preovulatorio y aspirado del liquido folicular

(Galli et al. 2014) antes de que se produjera la hemorragia intrafolicular.

2.6. Induccion experimental de foliculos hemorragicos anovulatorios: foliculos

luteinizados anovulatorios.

El lento avance en el conocimiento de la fisiopatologia y las opciones terapéuticas de esta
condicién anovulatoria esta limitado por la dificultad que requiere predecir el desarrollo de HAF, y
también debido a la baja incidencia en la poblacién de yeguas, 4-5 %. Recientemente se ha
desarrollado un protocolo experimental para inducir el desarrollo de foliculos luteinizados
anovulatorios en yeguas (Cuervo-Arango & Domingo-Ortiz 2011). Dichos foliculos comparten las
mismas caracteristicas ecograficas y clinicas que los HAF (Cuervo-Arango & Newcombe 2012).

El protocolo experimental para inducir LUF en yeguas fue adaptado de trabajos previos
realizados en medicina humana (Killick & Elstein 1987) e implica el uso de antiinflamatorios no
esteroideos (AINEs) durante el periodo periovulatorio. El uso de este protocolo en yeguas, con
unos porcentajes de éxito de un 70-80 %, indica que el sindrome LUF en mujeres, importante
causa de infertilidad en medicina humana (Katz 1988, Qublan et al. 2006), podria estar ligado a
los HAF producidos en yeguas.

El hecho de que la inhibicidon de PG de forma exdgena mediante la administracién de sus
inhibidores (AINEs) produzca una alta incidencia de desarrollo de LUF aporta nueva informacién
sobre el posible mecanismo patolégico: la implicaciéon de la COX-2 y sus productos (PGF2a y
PGE2) en el proceso de ovulacion. EI AINE que se emple6 en los estudios citados anteriormente
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en yeguas (Cuervo-Arango & Domingo-Ortiz 2011, Cuervo-Arango & Newcombe 2012) fue el
flunixin meglumine, un potente inhibidor de la COX-2 (Toutain et al. 1994). Al producirse la
inhibicion en la formacién de PG, aparentemente se interrumpe la cascada de eventos que
conduce a la digestion de la pared folicular y finalmente a la ruptura del foliculo y, por tanto, la
ovulacién no se produce. En mujeres que estaban bajo tratamiento con AINEs por diferentes
patologias, y que estaban siendo investigadas por un problema de infertilidad durante 2 afios;
después de descartar otras posibles causas de infertilidad, se decidio finalizar el tratamiento con
AINEs, y todas ellas quedaron gestantes en los dos meses siguientes (Akil et al. 1996, Stone et
al. 2002).

Una parte importante del protocolo experimental para inducir LUF es la pauta de
administracion del flunixin meglumine asi como el uso de hCG para inducir la onda preovulatoria
de LH. Para que el protocolo sea efectivo y bloquee la ovulacién, la primera dosis de flunixin se
debe administrar a las 24 h tras la hCG o antes, y continuar con la pauta cada 12 h hasta las 36

h como minimo (Cuervo-Arango 2011).

3. PAPEL DE LA PROLACTINA EN REPRODUCCION

La prolactina es una hormona polipeptidica sintetizada y secretada por las células
lactotropas fundamentalmente en la adenohipdfisis. Los efectos bioldgicos de la PRL son muy
numerosos y se pueden encontrar sus receptores en un gran nimero de organos periféricos
(Freeman et al. 2000). En esta revision bibliografica sélo se tendran en cuenta los efectos en el

sistema reproductor de la yegua.

3.1. Patrén de liberacion durante el ciclo reproductivo de la yegua

Las concentraciones séricas de PRL son mayores en verano y mas bajas en invierno en la
mayoria de mamiferos, incluidas las yeguas (Thompson et al. 1986, Johnson 1986). Es decir,
que en la temporada reproductora las concentraciones de PRL son més elevadas.

Uno de los principales inhibidores de la produccién de prolactina en la hipéfisis es la
dopamina (Johnson & Becker 1987). Las concentraciones de dopamina en liquido
cefalorraquideo son mayores durante el periodo anovulatorio en comparacién con la temporada
reproductora (Melrose et al. 1990), al contrario que sucede con las concentraciones plasmaticas

de prolactina.
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Durante el ciclo estral, hay estudios en los que no se observaron cambios en las
concentraciones séricas de PRL (Johnson 1986) y otros que afirmaron que las concentraciones
de PRL aumentan justo antes del inicio del estro, siendo dicho aumento mas marcado en otofio y
menos evidente en primavera y verano (Worthy et al. 1987). Ademas, estudios realizados por
Ginther y colaboradores relacionaron un aumento en la concentracién del metabolito de PGF2a
(PGFM) con un incremento en la concentracion de PRL en el periodo en el que se produce la
luteolisis, siendo este aumento mas marcado en el periodo luteolitico y post-luteolitico (Ginther et
al. 2012a). Esta asociacion positiva es debida a un efecto de PGF2a sobre la PRL y no al revés,
como se demostré en otro estudio en el que se indujo la disminucién de PGF2a o PRL mediante
la administracion de flunixin meglumine o bromocriptina, respectivamente, para ver como
afectaba dicha disminucion en la asociacion temporal de dichas hormonas (Ginther et al. 2012b).

En yeguas gestantes la concentracion de PRL es més elevada durante la semana antes
del parto (Roser et al. 1989, Worthy et al. 1986). No se ha determinado si las concentraciones
elevadas de PRL en las yeguas post parto podria tener relacion con los ciclos irregulares

observados durante las semanas posteriores al parto.

3.2. Estimulacion de la secrecion de prolactina mediante el uso de antagonistas de la

dopamina

Los antagonistas de la dopamina se emplean en reproduccion equina con el objetivo de
estimular la secrecion de prolactina con diversos fines. Hay diferentes tipos de antagonistas en
funcion del tipo de receptor al que se unen. Los mas empleados en caballos son la sulpirida
(Donadeu & Thompson 2002, Mari et al. 2009, Korosue et al. 2012, Panzani et al. 2011,
Besognet et al. 1997), cuya accion se centra sobre los receptores post-sinapticos D2 de la
dopamina, y la domperidona (Mari et al. 2009, Brendemuehl & Cross 2000), que actta sobre los
receptores D2 y D3. La sulpirida, administrada oralmente, tiene una biodisponibilidad baja (20%)
y se absorbe lentamente, sin embargo, cuando la administraciéon es via intramuscular (IM) o
intravenosa (IV), la biodisponibilidad es mayor (100 %) y la vida media es de 7 h (Giorgi et al.
2013).

3.2.1. Induccidn de la lactacion

Uno de los objetivos de inducir la lactacién en yeguas que no han parido recientemente es
poder alimentar a potros que, por cualquier circunstancia, han sido separados de su madre.

También esta indicado como tratamiento de la agalactia producida por la ingestion accidental de
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hierba o cereal infectado con un hongo endéfito Neotyphodium coenophialum, ya que dicha
toxicosis tiene, entre otros efectos, la reduccién en la secrecion de PRL (McCann et al. 1992).

Ademas de la prolactina, las hormonas esteroideas producidas en el ovario son
necesarias para la produccion lactea. En estudios realizados para inducir lactacion en yeguas no
gestantes se administraron tratamientos hormonales con estradiol y progesterona ademas de
sulpirida (Korosue et al. 2012, Chavatte-Palmer et al. 2002). Sin embargo, estudios realizados en
yeguas ovariectomizadas y yeguas intactas demostraron que la administracion de sulpirida en
yeguas intactas inducia el aumento de las concentraciones de PRL y la lactacidn, sin necesidad
de administrar tratamiento hormonal; el mismo tratamiento en yeguas ovariectomizadas, pese a
aumentar las concentraciones de PRL, no consiguié inducir la produccion de leche (Guillaume et
al. 2003).

3.2.2. Adelantar la primera ovulacion de la temporada reproductora.

En la cria de caballos de carreras, sobretodo carreras de velocidad en las que se
comienza a competir con edades muy tempranas (pura sangre inglés), es importante que los
potros nazcan al inicio del afio para poder ser atléticamente mayores con respecto a los nacidos
mas tarde pero que competiran en el mismo rango de edades. Para ello, las cubriciones de las
yeguas deberian realizarse al inicio de la temporada reproductora y, en el caso del hemisferio
norte, estas fechas corresponden al mes de febrero. El uso de antagonistas de la dopamina para
adelantar la primera ovulacién en yeguas en fase anovulatoria 0 en transicion primaveral ha
tenido resultados variables segun estudios. La sulpirida es el antagonista de la dopamina méas
utilizado para adelantar la primera ovulacion de la temporada. En un estudio en el que se
compard la eficacia de la sulpirida y la domperidona, las yeguas tratadas con sulpirida ovularon
36 £ 0.8 dias tras comenzar el tratamiento y las tratadas con domperidona ovularon a los 74.7 £
3.3 dias (Mari et al. 2009). Besognet y col. consiguieron adelantar la primera ovulacion tras la
administracion de sulpirida diaria intramuscular durante al menos 22 dias, en yeguas en anestro.
En este estudio la LH y FSH fueron mas altas en el grupo tratamiento en el momento de la
primera ovulacion (Besognet et al. 1997). Con un protocolo diferente Panzani y col. también
consiguieron adelantar la primera ovulacion de la temporada (Panzani et al. 2011). Sin embargo,
Donadeu y Thompson tras la administracion diaria de sulpirida durante un mes, no consiguieron
ningun efecto sobre la ovulacion ni la secrecion de gonadotropinas aunque la concentracion
plasmatica de PRL si que aumentd (Donadeu & Thompson 2002). En otros experimentos se
consiguié adelantar 4 semanas la primera ovulacién de la temporada, pero en este caso se

administrd PRL recombinante porcina durante 45 dias (Thompson et al. 1997). La discrepancia
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entre los diferentes resultados puede deberse a las diferentes dosis y protocolos de

administracion empleados en cada experimento.

3.3. Efecto de la hiperprolactinemia sobre la ovulacion

Uno de los objetivos del uso de antagonistas de la dopamina es el estudio de los efectos
de la PRL sobre la ovulacion y los niveles de gonadotropinas y de hormonas esteroideas, en
diversas especies: conejos (Lin et al. 1987, Lin et al. 1988) y ratas (Ota et al. 1986). La
administracion de sulpirida supone un aumento en la secrecion de PRL, la cual podria ejercer su
efecto sobre las gonadotropinas circulantes (Cohen-Becker et al. 1986a, Cohen-Becker et al.
1986b), a nivel ovarico aumentando el numero de receptores de LH y/o FSH, como se ha
demostrado en otras especies como la rata (Advis & Ojeda 1978) o sobre los receptores de PRL,
como se ha observado en el hamster macho a nivel testicular (Klemcke et al. 1984). Otros
estudios, realizados en yeguas, no obtuvieron cambios significativos en cuanto a Ila
concentracion de FSH y LH tras la administracion de sulpirida, sin embargo la concentracion de
PRL se mantuvo elevada sélo durante las primeras horas tras la administraciéon (Donadeu &
Thompson 2002). La dosis de sulpirida que se empled en el estudio citado anteriormente fue
baja en comparacién con otros estudios (Pinaffi et al. 2012). Tampoco se obtuvieron diferencias
sobre la concentracion de LH, ni sobre la ovulacion en otro estudio realizado en yeguas, aunque
en este caso se indujo hiperprolactinemia mediante la administracion de metoclopramida otro
antagonista de la dopamina, durante 4 dias comenzando el dia 17 del ciclo, siendo el dia 0 el dia
de la ovulacién del ciclo anterior (Becker & Johnson 1990).

En otras especies, como en conejos, si que consiguieron bloquear la ovulacién mediante
la perfusion del ovario con grandes concentraciones de PRL, probablemente por una disminucion
en la produccion de plasmina en el ovario (Yoshimura et al. 1994). Dicha reduccién se consiguio
inhibiendo la funcion del activador del plasmindégeno (PA) que es necesario para la sintesis de
plasmina a partir de plasmindgeno. La plasmina es una proteasa que, junto a otras enzimas,
activa las colagenasas que degradan el tejido conectivo de la pared folicular. Investigaciones
anteriores indican que un aumento en los niveles de PRL actua directamente en el ovario
reduciendo la tasa de ovulacion (Yoshimura et al. 1992, Lin et al. 1988). Sin embargo, en esta
serie de experimentos no se observd una luteinizacion de los foliculos anovulatorios como en el

caso de estudios sobre la inhibicién de la produccién de PG intrafoliculares.
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En mujeres, la hiperprolactinemia, al parecer, induce amenorrea por inhibicion de la
liberacion de gonadotropinas e inhibicién del crecimiento folicular mas que por el bloqueo del
proceso de degradacion de la pared del foliculo preovulatorio (Evans et al. 1982, Molitch 2010).

En yeguas, se indujo experimentalmente hiperprolactinemia consiguiendo bloquear la
ovulacién en un porcentaje significativo de yeguas (Zagrajczuk & Okolski 2010), aunque esta
comunicacion (abstract) no aport6 datos ecograficos ni clinicos de LUF.

El efecto de estos farmacos durante el periodo periovulatorio en yeguas ciclicas necesita
mas estudios. Por ello, en la presente tesis doctoral una de las fases experimentales tiene como

objetivo determinar el efecto de la PRL sobre la ovulacion/anovulacion en yeguas ciclicas.

4. TECNICAS DE PUNCION FOLICULAR EN YEGUAS

Las técnicas de puncion folicular se emplean fundamentalmente en investigacién para la
ablacion folicular y sincronizaciéon de una nueva oleada folicular, obtencién de células de la
granulosa y liquido folicular, asi como, para la administracién de sustancias de forma local dentro
del foliculo. La técnica varia en funcion del objetivo de cada estudio. En reproduccion asistida
también se emplean estas técnicas para obtener los ovocitos; en este campo la técnica elegida
depende de si se obtienen ovocitos inmaduros de todos los foliculos del ovario o se quiere

obtener el ovocito maduro del foliculo preovulatorio dominante (Hinrichs 2013).

4.1. Puncion del foliculo a través del flanco

Esta técnica es la empleada en reproduccion asistida para aspirar liquido folicular y asi
obtener ovocitos maduros a partir del foliculo preovulatorio dominante previamente estimulado
con hCG. Las tasas de recoleccion suelen ser elevadas con esta técnica (65-80%) ya que la
adherencia del ovocito y del complejo cumulus-oophorus a la pared del foliculo es baja (Hinrichs
et al. 1990).

Para realizar la puncién, el ovario puede ser manipulado a través del recto (Hinrichs et al.
1991) o directamente a través de la cavidad abdominal mediante una incision en la vagina
(colpotomia) (Hinrichs et al. 1990). Cuando se manipula a través del recto el procedimiento debe
ser rapido, puesto que el peristaltismo intestinal puede hacer que se mueva la aguja y salga de la
cavidad folicular, es por ello, que realizar el lavado del foliculo varias veces no seria adecuado.
Realizar el procedimiento con ayuda de una incision en la vagina permite una mayor sujecion y

el lavado del foliculo es mas seguro; ademas, con este método, se obtuvieron mejores tasas de

47



REVISION BIBLIOGRAFICA

recuperacion de ovocitos en comparacién con la manipulacion a través del recto (Hinrichs et al.
1990).

La preparacion del animal para esta técnica consta de una sedacion y administracion de
anestesia local en la zona del flanco, previamente desinfectada. La forma de acceso a través del
flanco es mediante un trocar con canula a través de la cual se introduce una aguja de 14 Gy 20
cm de longitud. Esta aguja puede ir unida a una extension tubular de teflon al final de la cual se
conecta una jeringa de 60 cc o puede ir conectada a una bomba de vacio.

Una vez se introduce la aguja en el foliculo se procede a la aspiracion del liquido folicular.
Si se realiza lavado del foliculo, se masajea suavemente después de la aspiracion del contenido
folicular con el objetivo de separar el ovocito de la pared folicular y se administra una solucién
para realizar el lavado.

Aunque la técnica a través de la colpotomia tiene ciertas ventajas en cuanto a la
manipulacion directa del ovario, también es mas invasiva. Entre las posibles complicaciones
podemos encontrar: puncion de 6rganos abdominales, peritonitis 0 evisceracion a través de la
incision.

Por otro lado, la manipulacion del ovario a través del recto tiene también riesgos como la
puncion del recto con la aguja y laceraciones rectales por la manipulacion. Para minimizar el
riesgo de laceraciones, se pueden emplear relajantes de la musculatura del recto como el

butiloromuro de escopolamina (Luo et al. 2006).

4.2. Puncion transvaginal ecoguiada

Esta técnica es empleada también para recoleccion de ovocitos en reproduccion asistida,
ademas, se emplea en investigacion para realizar la ablacién de foliculos con fines diversos
(Gastal et al. 1997) y para la toma de muestras de liquido folicular para valorar la concentracion
de hormonas (Donadeu & Ginther 2002) o de células de la granulosa para analizar la expresion
génica, asi como para la administracién de sustancias exdgenas en el antro folicular.

Para la realizacion de esta técnica se requiere un material especifico que incluye, ademas
del ecografo, una sonda transvaginal y agujas especificas que se introducen en una guia
incorporada en la sonda. En el caso de aspiracion del foliculo, ya sea para toma de muestra de
liquido folicular, recoleccién de ovocitos, o simplemente para vaciar el contenido del foliculo, se
emplean agujas de calibre16 G (Mozzaquatro et al. 2010), 0 17 G (Doyle et al. 2008, Schauer et
al. 2011, Schauer et al. 2013) y 55 cm de longitud. Para realizar el aspirado se puede emplear un

tubo de silicona conectado desde la aguja hasta una jeringa de 60 cc 0 a un sistema de
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aspiracién mediante una bomba de vacio. Puesto que el objetivo de estas técnicas es aspirar
todo el contenido del foliculo, el hecho de que se empleen agujas de gran calibre no es un riesgo
para la pérdida de liquido folicular por el orificio de entrada de la aguja. Esto, si que podria
suponer un problema en el caso de que el objetivo de realizar la técnica fuera la inyeccién de
farmacos dentro del foliculo porque podria haber pérdidas de liquido folicular por el orificio de
entrada de la aguja, y por tanto, perderse ademas parte del farmaco administrado. Por otro lado,
una aguja de pequefio calibre, que ademas tiene que ser larga para poder acceder al ovario, no
seria lo suficientemente rigida como para atravesar la pared vaginal. Para evitar esto, se pueden
emplear sistemas que incluyen una aguja externa de 20 G por cuyo interior se introduce una
aguja de menor calibre (25 G) de forma que, al realizar la puncion la aguja externa es la que
atraviesa la pared de la vagina y el estroma ovarico y la interna es la que accede al foliculo
(Gastal et al. 1995, Doyle et al. 2008).

Otro elemento a tener en cuenta para la eleccion de la técnica es el tamafio del foliculo en
el que se va a realizar la puncion. En el caso de foliculos pequefios es conveniente usar el
sistema de doble aguja, ya que, al ser un didmetro pequefio es mas complicado que la sonda
transvaginal contacte directamente con la pared del foliculo y, por tanto, el acceso al foliculo
requiere atravesar el estroma ovarico. Varios estudios han empleado este sistema de doble
aguja para foliculos = 18 mm (Doyle et al. 2008) y foliculos entre 20 y 23 mm (Gastal et al.
1995).

Si el foliculo en el que se va a realizar la inyeccién es un foliculo de un tamafio mayor o
preovulatorio el acceso a la pared del mismo puede realizarse sin necesidad de atravesar el
estroma ovarico mediante la manipulacién transrectal del ovario. Por otro lado, la pared de un
foliculo de mayor tamafio es mas gruesa y por tanto una aguja de un diametro pequefio podria
no ser suficiente. Ademas, estudios en los que se administrd indometacina en foliculos
preovulatorios de 35 mm emplearon agujas de 18 G (Watson & Sertich 1991) de forma
satisfactoria, aunque en dicho estudio el acceso al ovario fue a través del flanco como se
describi6 en el apartado anterior.

En base a esto, la aguja que se empled en los experimentos 2 y 3 de esta tesis doctoral
fue una aguja Unica de 21 G ya que los foliculos en los que se realizaron las inyecciones tenian
didmetros comprendidos entre 30 y 35 mm. Ademas el sistema disefiado permitia que la aguja
fuera corta (5 cm) ya que se adaptaba a un sistema rigido, que a su vez, iba por dentro de la
guia de la sonda transvaginal, aportando mayor seguridad en el momento de introducir la aguja a
través de la pared vaginal y del foliculo.
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5. HIPOTESIS

En la FASE 1 de esta tesis doctoral, se valoro la siguiente hipétesis:

Hipdtesis 1: La administracion de sulpirida en el periodo periovulatorio en la yegua podria
aumentar los niveles plasmaticos de PRL. La hiperprolactinemia inducida podria tener un efecto
sobre las concentraciones plasmaticas de LH, como sucede en otras especies, y sobre la
ovulacion. De esta forma, si se inhibiera la ovulacion, se podria determinar si podria deberse al
efecto sobre la LH y/o al efecto sobre los mecanismos de ruptura folicular. Para comprobar dicha

hipotesis, se realizo el experimento 1.

Enla FASE 2 se valoraron las siguientes hipotesis:

Hipdtesis 2: La administracion intrafolicular de PG exdgenas en el periodo periovulatorio en
yeguas en las que previamente se ha inhibido la produccién de las mismas, mediante la
administracién de un inhibidor de la COX-2, podria restablecer la ovulacion si el tratamiento se
administra en el momento en que dichas PG, en condiciones fisiologicas, estarian en el foliculo.
Se espera que los ovocitos liberados tras la ruptura folicular sean fértiles, puesto que se emplea
hCG vy, por tanto, los niveles de LH se espera que sean los adecuados para favorecer la
maduracion de los ovocitos y la expansion del complejo cumulus-oophorus. Para comprobar

dicha hipdtesis se realizd el experimento 2.
Tras obtener los resultados en el experimento 2, se planted una tercera hipotesis:

Hipdtesis 3: La administracion intrafolicular de PG exdgenas en yeguas al inicio del estro, podria
inducir el colapso folicular dentro de las 12 h siguientes al tratamiento, incluso antes de que se
produzca la segunda fase de la onda preovulatoria de LH. Aunque la LH inicia la cascada de
procesos involucrados en la ruptura folicular, como la sintesis de PG, en este caso al
administrarlas directamente en el foliculo, no seria necesaria la sintesis endogena. Se
desconoce el efecto que podria tener sobre las hormonas esteroideas. Para valorar dicha

hipétesis se realizd el experimento 3.
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» OBJETIVO 1: Determinar el efecto del tratamiento con sulpirida sobre la concentracion

de PRLy LH, asi como el fallo en la ovulacion, durante el periodo periovulatorio.

» OBJETIVO 2: Evaluar el efecto del tratamiento intrafolicular de prostaglandinas
exogenas (PGE2 y PGF2a) sobre la ruptura folicular y establecimiento de una

gestacion en yeguas tratadas con flunixin meglumine durante el periodo periovulatorio.
» OBJETIVO 3: Evaluar el efecto del tratamiento intrafolicular de prostaglandinas

exogenas (PGE2 y PGF2a) sobre la ruptura folicular, concentraciones de LH y

hormonas esteroideas en yeguas en estro temprano.
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1. ANIMALES

La fase experimental de esta tesis doctoral se ha llevado a cabo en la Granja Docente y
de Investigacion de la Universidad CEU Cardenal Herrera. Las yeguas son de pura raza
espafiola (PRE) y cruzadas de entre 250 y 600 Kg de peso y de edades comprendidas entre los
4y 20 afios. El nimero de animales fue diferente en funcién del censo de la Granja Docente en
el momento de realizacion de cada estudio: 10, 5 y 6 yeguas en los experimentos 1, 2 y 3,
respectivamente. Todas ellas estuvieron bajo las mismas pautas de alimentacion a base de heno
de alfalfa, avena y salvado y bajo las mismas condiciones de manejo y cuidados. Estabuladas
durante la noche y saliendo a paddock varias horas al dia.

Las instalaciones de la Granja Docente cumplen la normativa del RD 53/2013, del 1 de
febrero, por el que se establecen las normas basicas aplicables para la proteccion de los

animales utilizados en experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la docencia.

2. EXAMEN ECOGRAFICO DEL TRACTO GENITAL

El examen ecogréfico del tracto genital (Utero y ovarios) se llevo a cabo con un ecografo
portatil (Sonosite NanoMaxx) dotado de una sonda lineal transrectal de 8 MHz. Los diferentes
estudios se realizaron en yeguas ciclicas, para ello, se confirmé la presencia de un cuerpo liteo
(CL) mediante ecografia. Una vez detectado el CL, se realizaron ecografias seriadas hasta
determinar el momento de la ovulacién (Dia 0) del siguiente ciclo para comenzar los
experimentos.

Los parametros que se analizaron ecograficamente fueron los siguientes:

> Diametro folicular: La medicién de los foliculos ovaricos se llevd a cabo tomando, a
partir de una imagen del foliculo capturada en su didmetro maximo, dos mediciones
perpendiculares entre si y realizando la media de ambas.

» Ovulacion: La ovulacion se confirmé al detectar el colapso del foliculo preovulatorio
previo junto con la evacuacién de mas del 90 % del fluido folicular. EI momento en el que se
detecta la ovulacion se consideré como Dia 0.
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» Cuerpo luteo: EI CL se midié de la misma forma que los foliculos, realizando la media
de dos mediciones perpendiculares entre si tomando la imagen con el mayor diametro. Se
pudieron observar dos morfologias de CL.:

e (L solido, cuando la ecogenicidad era homogénea y sin laguna interior.
e  Cuerpo hemorragico (CH), cuando presentaba una laguna en su interior mayor a

5 mm de didmetro con una ecogenicidad variable compatible con un coagulo de sangre.

» Foliculos luteinizados anovulatorios: La formacién del HAF/LUF se diagnostico
cuando el foliculo se empez6 a llenar gradualmente de particulas ecoicas y tanto el diametro
como la ecogenicidad de la pared del foliculo, comenzaron a incrementarse. Estas particulas
ecoicas, en un primer momento, se movian libremente en el antro folicular después de agitar el
ovario varias veces consecutivas para poder observar el movimiento del contenido. Se asumi6
que la presencia de estas particulas correspondia al comienzo de la hemorragia intrafolicular.
Posteriormente, el diagndstico de un HAF/LUF se confirmé por la ausencia de colapso folicular e
incremento en el nimero de particulas hasta el punto de que era imposible el recuento, pero
seguian moviéndose libremente en el antro folicular. Finalmente, el contenido se organiz6
formando un entramado de bandas de fibrina, que corresponde a la coagulacion de éste. El inicio
de la formacion del HAF/LUF se considerd equivalente al dia de la ovulacién. El término HAF se
empleo para los foliculos hemorragicos que se produjeron espontdneamente, y el término LUF

para los foliculos hemorragicos inducidos experimentalmente.

» Edema endometrial: La valoracion del edema endometrial se llev a cabo mediante
ecografia transrectal. Para dicha valoracién, se emple6 una escala subjetiva con incrementos de
un punto entre 0 y 5, siendo 0 la apariencia tipica de diestro y 5 el maximo grado de grosor o

ingurgitacion de los pliegues endometriales.

> Diagnéstico de gestacion: El diagnéstico ecografico de la gestacion se llevo a cabo a
los 14 dias posteriores a la ovulacién. Se realizo una valoracién del cuerpo y cuernos uterinos y
del cérvix mediante exploracion rectal y ecografia transrectal. Las yeguas fueron diagnosticadas
como gestantes cuando se evidencio la presencia de la vesicula embrionaria anecoica dentro del
utero. Se realizé una medicion del tamafio de dicha vesicula y se registraron los datos de la

localizacion y el tamafio.

54



MATERIAL Y METODOS

3. TECNICA DE INYECCION INTRAFOLICULAR

La inyeccion intrafolicular se realizo con la yegua mantenida en un potro de contencion, en
estacién. Tras realizar el lavado de toda la zona perineal se administrd una sedaciéon con
detomidina 0.01 mg/Kg IV (Domosedan, Esteve Veterinaria, Tarragona, Espafia) y butorfanol
0.02 mg/Kg IV (Torbugesic, Fort Dodge Laboratorios, Girona, Espafia).

La inyeccidon folicular transvaginal ecoguiada se realiz6 con un ecdgrafo (Honda
Electronics HS-1500 VET) equipado con sonda transvaginal convexa de 9 MHz (HCV 3710MV).
La sonda se introdujo en la vagina y se dirigio hacia la derecha o izquierda del cérvix
dependiendo del ovario en el que se encontrara el foliculo. La sonda transvaginal estaba
equipada con un canal de trabajo por el cual se introdujo un tubo de silicona conectado a una
aguja de 5 cm de longitud y 21 G, por un extremo, y a una jeringa de 1 mL, conteniendo la
solucion tratamiento o placebo, por el otro extremo. Dicha solucion, se cargd con la aguja
conectada al tubo de silicona y la jeringa, directamente desde el vial que la contenia, de forma
que todo el sistema tenia la cantidad necesaria para que el volumen total administrado dentro del
foliculo fuera de 0.5 mL. Para realizar la puncion ecoguiada, el ovario se manejo a través del
recto aproximandolo a la pared vaginal y una vez visualizado en la pantalla del ecégrafo, se
introdujo la aguja en el antro folicular y se administr6 todo el volumen de la solucion. Una vez
administrada la solucién tratamiento o placebo, la aguja se retiré rdpidamente para evitar dafio
en la pared folicular. Se procurd que el movimiento del animal fuera minimo durante el
procedimiento. Las yeguas se ecografiaron antes de realizar la puncion folicular y transcurridos
15 minutos tras ésta, para medir el didmetro folicular y evaluar la posible pérdida de fluido debido

al procedimiento.

4. TRATAMIENTOS EMPLEADOS

4.1. Gonadotropina corionica humana

En los experimentos 1y 2, cuando el foliculo preovulatorio alcanzoé un diametro = 32 mmyy

se observé un edema endometrial de 2-3 sobre 5, se administraron 1500 Ul de hCG por via IV
(Veterin Corion®, Divasa Farmavic S.A., Tarragona, Espafa) para inducir la ovulacion.
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4.2. Sulpirida

En el experimento 1, las yeguas del grupo tratamiento recibieron 1.5 mg/Kg de sulpirida
via IM (Dogmatil®, 50 mg/mL, Sanofi Aventis S.A., Barcelona, Espafa) cada 12 h desde el

momento de administracién de la hCG hasta el diagnéstico de ovulacién o formacién de LUF.

4.3. Flunixin meglumine

En el experimento 2, todas las yeguas en sus ciclos control y tratamiento recibieron 1.7
mg/Kg de flunixin meglumine via IV (Finadyne®, Schering- Plough Espafia, Alcobendas, Espafia)

cada 12 h desde el momento de la administracion de hCG hasta las 36 h.

4.4. Solucion de prostaglandinas E2 y F2a

En los experimentos 2 v 3, se administré en los ciclos tratamiento 0.5 mL de una solucién

de PGE2 y PGF2a localmente en el foliculo preovulatorio. La solucién se prepard en un vial
conteniendo 4.25 mL de agua para inyeccion, 5 mg de PGE2 (dinoprostona 10 mg/mL, PGE2®
Pfizer, Alcobendas, Espafia) y 1.25 mg de PGF2a (dinoprost Smg/mL, Dinolytic®, Pfizer,
Alcobendas, Espafa) siendo el volumen total de 5 mL. La proporcion de PGE2/ PGF2a
administrada en cada foliculo fue de 4:1 (500/125 g, respectivamente) en un volumen de 0.5

mL.

Por tanto, los tratamientos empleados en cada experimento fueron los siguientes:

> Experimento 1: hCG y sulpirida

» Experimento 2: hCG, flunixin meglumine y la solucion de prostaglandinas E2 y F2a
» Experimento 3: solucion de prostaglandinas E2 y F2a

5. ANALISIS LABORATORIAL

5.1. Toma de muestras

Se tomaron muestras de sangre de la vena yugular mediante tubos vacutainer ®
heparinizados. Inmediatamente se centrifugaron a una velocidad de 2000 g durante 10 minutos.
Tras la centrifugacion, el plasma fue separado en tubos eppendorf ® y éstos fueron congelados
a una temperatura de —20 ° C hasta su posterior determinacién hormonal.

En el experimento 1, las muestras se obtuvieron cada 12 h desde el momento de la
administracion de hCG hasta la ovulacion o formacién del LUF. En el experimento 3, las
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muestras se obtuvieron a las Horas 0, 12, 24, 48 y 72; siendo la Hora 0 el momento de la

inyeccion intrafolicular. Finalmente se obtuvo una muestra el Dia 9.

5.2. Determinacion hormonal mediante ELISA

Se detallan a continuacion los kits que se emplearon y los laboratorios en los que se
llevaron a cabo los ensayos, en el experimento 3. Se detalla también de cada ensayo los

coeficientes de variacion (CV) intra-ensayo y la sensibilidad para las diferentes hormonas.

» Hormona luteinizante: La concentracion plasmatica de LH se determin6 con un kit de
ensayo en fase solida de inmunoadsorcién unido a enzimas (ELISA) basado en el principio de
uniéon competitiva (Endocrine Technologies, INC., Newark, California) en los laboratorios de
investigacion de la Universidad CEU Cardenal Herrera. El coeficiente de variacion (CV) intra-

ensayo fue del 14.3 % y la sensibilidad del ensayo fue 0.43 ng/mL.

» Progesterona: La concentracion plasmatica de progesterona se determin6 con un kit de
ELISA basado en el principio de union competitiva (DRG Instruments, GmbH, Marburg,
Germany) en los laboratorios de investigacion de la Universidad CEU Cardenal Herrera. El

coeficiente de variacion intra-ensayo fue del 3.9 % y la sensibilidad del ensayo de 0.02 ng/mL.

» Estradiol: La concentracion plasmatica de estradiol se determin6 con un kit de ELISA
basado en el principio de unién competitiva (DRG Instruments, GmbH, Marburg, Germany) en los
laboratorios de investigacion de la Universidad CEU Cardenal Herrera. El coeficiente de

variacion intra-ensayo fue del 8.5 % y la sensibilidad del ensayo de 1.4 pg/mL.

5.3. Determinacion hormonal mediante radioinmunoensayo (RIA).

En el experimento1, las concentraciones plasmaticas de LH y PRL fueron determinadas
mediante RIA competitivo de doble anticuerpo homologo en el Departamento de Reproduccion
de la Universidad de Agricultura de Cracovia (Polonia). EI material necesario fue suministrado

por el Dr. Parlow (National Hormone and Peptide Program, Torrance, CA 90502, USA).

» Hormona luteinizante: Se emplearon hormonas equinas altamente purificadas como

estandar (equine LH, AFP-5130A) y un antisuero altamente especifico contra el estandar (rabbit
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anti-eLH, AFP-240580). Los coeficientes de variacion intra e inter-ensayo fueron 11 % y 13.4 %,

respectivamente; y la sensibilidad del ensayo fue 0.3 ng/mL.

» Prolactina: Se emplearon hormonas equinas altamente purificadas como estandar
(equine PRL, AFP-8794B) y un antisuero altamente especifico contra el estandar (rat anti-ePRL,
AFP-261987). Los coeficientes de variacion intra e inter-ensayo fueron 13.6 % y 12.2 %,

respectivamente; y la sensibilidad del ensayo fue 0.2 ng/mL.

En el experimento 3, la concentracion plasmatica de estrégenos totales fue determinada
en un laboratorio externo Betlabs, Betpharm plc (Lexington, Kentucky) por el Dr. Douglas. El

coeficiente de variacion intra-ensayo fue 8.2 % y la sensibilidad del ensayo de 20 pg/mL.

6. DISENO EXPERIMENTAL

6.1. FASE 1

»  Experimento 1 (Articulo )

Un total de 10 yeguas se estudiaron durante 16 ciclos estrales. Cada ciclo estral fue
asignado de forma aleatoria al grupo control o tratamiento en un disefio experimental cruzado.
Cuando el foliculo alcanzé un tamafio = 32 mm y se detectd un edema endometrial de leve a
moderado (2-3 sobre 5) todas las yeguas recibieron una dosis de 1500 Ul de hCG. El momento
en el que se administré la hCG se tom6 como Hora 0. Todas las yeguas se ecografiaron, en sus
ciclos control (n=8) y tratamiento (n=8), cada 12 h desde la Hora 0 hasta la ovulacion o formacién
de LUF. En los ciclos tratamiento, empezando a la Hora 0, cada yegua recibié 1.5 mg/Kg de
sulpirida IM cada 12 h hasta ovulacién o formacion de LUF. En el caso de que hubiera ovulacion
multiple, el intervalo entre la administracion de hCG y la ovulacién se calculd en base a la

ovulacién o formacién de LUF del primer foliculo preovulatorio.

6.2. FASE 2

>  Experimento 2 (Articulo Il)
Un total de 5 yeguas se estudiaron durante 2 ciclos estrales cada una, con un ciclo de
descanso entre ambos. Cada yegua fue asignada de forma aleatoria al grupo control (n=5) o al

grupo tratamiento (n=5) en un disefio experimental cruzado. Después del dia 15 (Dia 0= dia de

58



MATERIAL Y METODOS

la ovulacion anterior), cuando el foliculo alcanzé un tamafio = 32 mm y se detect6 un edema
endometrial de leve a moderado (1.5 sobre 3) todas las yeguas recibieron una dosis de 1500 Ul
de hCG. El momento en el que se administré la hCG se tomé como Hora 0. En todos los ciclos
(control y tratamiento) las yeguas recibieron flunixin meglumine a una dosis de 1.7 mg/Kg IV
cada 12 h desde la Hora 0 hasta la Hora 36 o el diagndstico de ovulacion/comienzo de formacion
del LUF, segun lo que sucediera primero. Tres yeguas en sus ciclos tratamiento (n=3) y control
(n=3) fueron inseminadas en la Hora 24 con una dosis de semen fresco (1 x 109
espermatozoides con motilidad progresiva) proveniente de un semental de fertilidad probada. En
la Hora 32 cada yegua recibié en el foliculo preovulatorio una inyeccion de 0.5 mL conteniendo la
solucién de PGE2/ PGF2a en los ciclos tratamiento o la solucién placebo en los ciclos control
mediante puncion transvaginal ecoguiada (protocolo descrito en el apartado 3).

Las yeguas se ecografiaron como minimo en las Horas 36, 48, 60 y 72. Ademas, en dos
de las yeguas en sus ciclos tratamiento, se realizaron ecografias seriadas cada 2 h desde la
Hora 36 hasta la Hora 48 para determinar el momento exacto en el que tuvo lugar la ovulacion.
Se realiz6 un ultimo examen ecografico 9 dias después de la ovulacion/formacion del LUF para
evaluar y medir el CL/LUF. El diagndstico de gestacién se realizd a los 14 dias de la
ovulacién/formacion del LUF. Las yeguas prefiadas recibieron una dosis de 5 mg de dinoprost
s.c. para inducir luteolisis y favorecer la reabsorcion embrionaria. Ademas, la vesicula

embrionaria fue reducida manualmente.

»  Experimento 3 (Articulo Ill)

Un total de 6 yeguas se estudiaron durante 2 ciclos estrales cada una, con un ciclo de
descanso entre ambos. Cada yegua fue asignada de forma aleatoria al grupo control (n=6) o al
grupo tratamiento (n=6) en un disefio experimental cruzado. Cuando el foliculo alcanzé un
tamafio = 30 mm y se detectd un edema endometrial de leve a moderado (2-3 sobre 5) se toméd
una muestra de sangre de la vena yugular y se procedio a la inyeccion del foliculo preovulatorio
con 0.5 mL de la soluciéon de PGE2/ PGF2a en los ciclos tratamiento o la solucion placebo en los
ciclos control mediante puncién transvaginal ecoguiada (protocolo descrito en el apartado 3). El
momento de la inyeccion fue tomado como Hora 0. En este experimento no se administré hCG o
ningun otro agente inductor de la ovulacién.

Las yeguas se ecografiaron a las Horas 0, 12, 24, 48, 72 y diariamente hasta el colapso
folicular. El colapso folicular se diagnostico cuando el foliculo preovulatorio previo desaparecié y
se observd una cantidad de liquido folicular menor al 10 %. Se realizd un Ultimo examen

ecografico 9 dias después de la ovulacién para evaluar y medir el CL.
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El término “colapso folicular” se emple6 en lugar de ovulacion en el grupo que recibio6 el
tratamiento exdgeno de prostaglandinas porque se desconoce si la liberacion del ovocito tuvo
lugar. Para evitar confusion y comparar ambos grupos, en este experimento se empled el mismo
término para hacer referencia a las ovulaciones espontaneas en las yeguas durante sus ciclos
control.

La duracién del diestro se calculé desde el dia del colapso folicular hasta el primer dia del
ciclo siguiente en el que se detectdo edema endometrial. A las yeguas que mostraron diestro

prolongado, se les administré una dosis de 2.5 mg de dinoprost IM para inducir la luteolisis.

7. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos de variable continua se analizaron para comprobar que estaban distribuidos
normalmente mediante el test de Anderson-Darling. En los casos en los que los datos no
siguieron una distribucion normal, éstos fueron transformados usando rangos de valores.

Los datos se analizaron mediante test paramétricos. Todos los datos fueron analizados
utilizando el software de analisis estadistico Systat 13 ® (Systat 13, Systat Software Inc.,
Chicago, IL, USA).

Para valorar si hubo un efecto de grupo, hora o una interaccion entre ambos, los datos
secuenciales se analizaron mediante un modelo mixto lineal general de varianza con
autocorrelacion entre mediciones repetidas de un mismo individuo. Cuando se observo un efecto
de grupo, hora y/o interaccidn del grupo con la hora se analizaron los valores mediante el test t-
Student. Cuando se observo un efecto de grupo dentro de las diferentes horas los datos se
analizaron mediante un test no pareado mientras que, en el caso de observar diferencias entre
horas dentro de un mismo grupo se analizaron mediante un test pareado.

Un valor de P < 0.05 fue considerado como una diferencia estadisticamente significativa
mientras que un valor comprendido entre P> 0.05 y P < 0.1 fue interpretado como una tendencia
significativa. Los datos que hacian referencia a frecuencias (tasas de formaciéon de
LUF/ovulacion, tasa de prefiez) fueron analizados con el test exacto de Fisher.

Todos los datos se expresan en medias + el error estandar de la media (EEM).

60



RESULTADOS

1. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON SULPIRIDA DURANTE EL PERIODO
PERIOVULATORIO EN LA YEGUA (I)

1.1. Efecto sobre la ovulacion

El 90% de los foliculos preovulatorios estudiados ovularon y el 10% formaron un LUF a
diferentes intervalos desde la administracion de hCG, siendo el intervalo medio de ovulacién o
formacion de LUF de 49.5 £ 4.2 h en el grupo control y 43.5 £ 2.2 h en el grupo tratamiento
(Tabla 1). Tanto en el grupo control como en el grupo tratamiento, dos yeguas tuvieron
ovulaciones dobles. Los LUF fueron detectados en las horas 48 y 72 en los grupos tratamiento y
control, respectivamente.

Los CL formados tras las ovulaciones fueron morfolégicamente normales en el

seguimiento ecografico.

Tabla 1. Efecto del tratamiento con sulpirida sobre la ovulacion y formacién de foliculos luteinizados anovulatorios

(LUF)
Diametro folicular
Incidencia
Grupo n enlaHora 0 Intervalo desde la Hora 0 a la Ovulacion/LUF LUF (%)
(mm £ EEM) 24-36 h 36-48h 48-72h  Intervalo medio (h) ’
Control 8 36.7 £0.6 2/8 (25%)  4/8 (50%) 22/8 (25%) 49.5+4.2 1/10 (10)
Sulpirida 8 36.1 £ 1 38 (37%) 548 (63%) 0/8(0%) 435+22 110 (10)

Cada grupo incluy6 8 yeguas y 10 foliculos preovulatorios
a|ndica la formacion de un LUF en las horas 72 y 48 en los grupos control y tratamiento, respectivamente.
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1.2. Efecto sobre la concentracion de PRL

El tratamiento con sulpirida incrementd las concentraciones plasmaticas de PRL en las
yeguas tratadas con respecto a las controles a las 24 h (P < 0.1), 36 y 48 h (P < 0.05) después
del inicio del tratamiento. Ademas, en el grupo tratamiento hubo un incremento significativo en la
concentracion de PRL entre las 24 y 36 h (P < 0.05) (Figura 1). Puesto que los intervalos entre la
administracion de hCG y la ovulacién fueron diferentes en cada yegua, se normalizaron las
concentraciones de PRL al momento de la ovulacién (Figura 2). En las yeguas tratadas con
sulpirida las concentraciones plasmaticas de PRL fueron mas elevadas en las 24 (P<0.1) y 12 h
(P < 0.05) antes de la ovulacién asi como en el momento de deteccion de la ovulacién (hora 0, P
<0.05).

35 —O— Control (n=8)
— iri =
G P<0.05 Sulpirida (n=8)
304 H:P<0.01
GH: P <0.01

25 A
20 +

15 4

Horas después de la administracion de hCG

Concentracion de PRL (ng/mL)

Figura 1. Concentracién plasmatica de prolactina (PRL) + EEM en las yeguas tratadas con sulpirida y las controles
después de la administracién de hCG. Se muestran las probabilidades para los efectos del grupo (G) y la hora (H) y
la interaccidn del grupo con la hora (GH). Las diferencias entre grupos a las 24, 36 y 48 h se indican con los
simbolos: almohadilla (#, P < 0.1) y asterisco (*, P < 0.05). Las concentraciones medias de PRL con diferentes
letras en el grupo tratamiento (ab) indica diferencias dentro del mismo grupo (P < 0.05).

hCG, gonadotropina coridnica humana
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—0— Control (n=8)

35 4 —e— Sulpirida (n=8)
G:P<0.02
301 H:P<0.001
GH: P <0.001 b
25 4
20 -

15 4

Concentracion de PRL (ng/mL)

# * *
5 T T T

-36 -24 -12 0

Horas hasta la ovulacién

Figura 2. Concentracion plasmatica de prolactina (PRL) £ EEM en las yeguas tratadas con sulpirida y las controles
normalizada al momento de la ovulacién (hora 0). Se muestran las probabilidades para los efectos del grupo (G) y la
hora (H) y la interaccion del grupo con la hora (GH). Las diferencias entre grupos a las -24, -12 y 0 h se indican con
los simbolos: almohadilla (#, P < 0.1) y asterisco (*, P < 0.05). Las concentraciones medias de PRL con diferentes
letras en el grupo tratamiento (ab) indica diferencias dentro del mismo grupo (P < 0.05).

1.3. Efecto sobre la concentracion de LH

El tratamiento con sulpirida no tuvo ningun efecto sobre la concentracién plasmatica de
LH; no se observaron diferencias significativas entre los grupos control y tratamiento. Las
concentraciones plasmaticas de LH siguieron la onda preovulatoria tipica inducida tras la
administracion de hCG en ambos grupos. Las concentraciones se normalizaron al momento de
la ovulacion para poder comparar las concentraciones medias de LH entre las yeguas que
respondieron a la administracion de hCG, las que no respondieron y ovularon mas tarde y
aquellas que ovularon como consecuencia de la onda enddgena de LH (antes de las 36 h post
hCG) (Figura 3).
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—O— Control (n=8)
G:P>0.1 —e— Sulpirida (n=8)
H: P>0.1
254 GH:P>01

2,0 A

1,5 1

Concentracion de LH (ng/mL)

1,0 4

-36 24 -12 0

Horas hasta la ovulacion

Figura 3. Concentracion plasmatica de hormona luteinizante (LH) £ EEM en las yeguas tratadas con sulpirida y las
controles, normalizada al momento de la ovulacion (hora 0). Se muestran las probabilidades para los efectos del
grupo (G) y la hora (H) y la interaccion del grupo con la hora (GH).
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2.  EFECTO DE LA INYECCION INTRAFOLICULAR DE PROSTAGLANDINAS E2 Y F2a
EN LA YEGUA.

2.1.Yeguas tratadas con hCG y flunixin meglumine en el periodo periovulatorio (1)

2.1.1. Efecto sobre la ovulacién y el diametro folicular.

Todas las yeguas en sus ciclos tratamiento tuvieron ovulaciones normales,
evidenciandose el colapso de la pared del foliculo y la evacuacion del liquido folicular entre las
36 y 48 h posteriores a la administracion de hCG. Por tanto, la tasa de ovulacion fue del 100%
en las yeguas en las que se administré la solucion intrafollicular de prostaglandinas E2 y F2a, en
comparacion con las yeguas control que tuvieron una tasa de ovulacion del 20% (P < 0.05). El
momento exacto de la ovulacién se pudo determinar en dos yeguas que se monitorizaron a
intervalos de 2 horas entre las 36 y 48 h (intervalo estimado de ovulacion tras la administracion
de la hCG) y ovularon a las 8 y 10 h después de la administracion del tratamiento intrafollicular,
es decir, en la Hora 40 (Figura 4) y 42, respectivamente; siendo la Hora 0 el momento de
administracion de la hCG.

En 4 de las 5 yeguas control se desarrollaron LUF. EI comienzo de la formacion del LUF
se evidencidé en la Hora 48 mediante la presencia de particulas ecogénicas moviéndose
libremente en el antro folicular; en las siguientes horas el diametro de dichos foliculos comenz6 a
aumentar asi como el grosor y ecogenicidad de la pared del foliculo (signos de luteinizacion). En
la Hora 96 se observo el contenido del foliculo formando un entramado de bandas de fibrina
compatible con la coagulacion del mismo (Figura 5). La Unica yegua del grupo control que ovuld
mostré una disminucion del diametro folicular desde la Hora 32 (34 mm) hasta la Hora 48 (25
mm) y dicho foliculo se colapsé completamente en la Hora 60 (Figura 6).

En el grupo tratamiento uno de los foliculos mostrd signos de hemorragia (particulas
ecoicas) en la Hora 32, antes de la puncion intrafolicular. Sin embargo, esta yegua ovuld
normalmente antes de la Hora 48 (Figura 7).

Se evidencié una reduccion del didametro folicular a los 15 minutos tras la puncién
ecoguiada del foliculo (Hora 32). Esta disminucién fue de 2.1 £ 1.2 mmy de 3.7 £ 1.7 mm en los
grupos tratamiento y control, respectivamente. Pasadas 4 horas de la puncion (Hora 36), la
reduccion del diametro del foliculo con respecto al foliculo inicial antes de la puncién fue de 6.7 £
2.4 mm en el grupo tratamiento y 4.8 £ 1.9 mm en el grupo control. No hubo diferencias entre
grupos (P> 0.1) en cuanto a la reduccion de diametros tras la puncién transcurridos los primeros

15 minutos ni las 4 primeras horas.
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32 h PRE

Figura 4. Imagenes ecogréficas de una de las yeguas en su ciclo tratamiento antes de la puncién del foliculo
preovulatorio (32 h PRE) y 15 min. (32 h POST) después. La ovulacidn tuvo lugar 40 h después de la administracion
de la hCG. Nétese el desarrollo del nuevo cuerpo liteo formado 16 h después de la puncién (48 h) y el cuerpo liteo
maduro 9 dias después de la ovulacién (Dia 9). La prefiez de esta yegua se confirmé a los 14 dias de la ovulacién.
Hora 0 = momento de administracion de la hCG.
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Figura 5. Imagenes ecograficas de una yegua en su ciclo control antes de la puncién del foliculo preovulatorio (32 h
PRE) y 15 min (32 h POST) después, y durante la formaciéon del LUF hasta 9 dias después del inicio de su
formacién. Notese la reduccion parcial del diametro folicular tras la puncién (32 h POST y 36 h) probablemente por
la pérdida de liquido folicular, y el posterior aumento de didmetro del foliculo debido a la entrada de sangre
(particulas ecoicas en el antro folicular) durante el desarrollo del LUF (48, 60 y 72 h). El contenido del LUF se
organiza formando un entramado de bandas ecoicas a las 96 h de la administracién de hCG (96 h). Hora 0 =
momento de la administracién de hCG.
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Figura 6. Imagenes ecogréficas del foliculo dominante de la yegua que ovulé en su ciclo control habiendo recibido el
tratamiento con flunixin meglumine. Nétese la disminucién gradual del diametro folicular entre la puncién (32 h
POST) y 48 h después del tratamiento con hCG (48 h). A las 60 h el foliculo se habia colapsado, aunque se
aprecian 2 pequefias cavidades dentro del area de ovulacién (60 h). A los 9 dias se observa un cuerpo lUteo sélido.
Hora 0 = momento de administracion de la hCG.
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Figura 7. Imagenes ecogréaficas de una de las yeguas en su ciclo tratamiento a las 24, 32 y 44 h después de la
administracién de hCG. 24 h: fluido anecoico dentro del antro folicular. 32 h PRE: foliculo preovulatorio antes de la
puncion folicular; nétese la presencia de abundantes particulas ecoicas en el antro, compatibles con hemorragia.44
h: foliculo colapsado; ovulacion.

2.1.2. Efecto sobre la fertilidad

Las 3 yeguas que se inseminaron en sus ciclos tratamiento quedaron gestantes, siendo la
tasa de prefiez de un 100%. Las mismas yeguas se inseminaron en los ciclos control y la tasa de
prefiez fue del 0%. Las vesiculas embrionarias correspondientes fueron identificadas en el dia 14
tras la ovulacion y midieron 13, 13.5 y 6 mm. La vesicula de menor tamafio fue la que desarrolld
la yegua en la que observamos hemorragia folicular antes de la puncién en la Hora 32. La
medicion de esta vesicula embrionaria un dia mas tarde (15 dias tras la ovulacion) fue de 9.5

mm (Figura 8), confirmandose asi la prefiez antes de la reduccion manual de la misma.

14 dias 6 mm 15 dias 9 mm 16 dias 14 mm

Figura 8. Imagenes ecogréficas de la vesicula embrionaria de una de las yeguas en su ciclo tratamiento a los 14, 15
y 16 dias post ovulacion. Se representan los tamafios de la vesicula embrionaria en milimetros (mm) durante 3 dias
seguidos.
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2.2.Yeguas en el inicio del estro (lll)

2.2.1. Efecto sobre el colapso y diametro folicular.

El intervalo entre la inyeccion intrafolicular (Hora 0) y el colapso folicular/ovulacién fue méas
corto (P < 0.01) en los ciclos tratamiento (20 + 5.9 h) que en los ciclos control (72 + 10.7 h)
(Tabla 2). En las cuatro yeguas en sus ciclos tratamiento (4/6) se produjo el colapso folicular
dentro de las 12 h posteriores al tratamiento intrafolicular de prostaglandinas (Figura 9) y en las 2
yeguas restantes el colapso folicular se produjo en las Horas 24 y 48. En ninguna yegua, en sus
ciclos control, se produjo el colapso folicular en las 12 h posteriores a la inyeccidn intrafolicular
(0/6); tres yeguas ovularon en la Hora 48 y las tres restantes en la Hora 96. En una yegua del
grupo control se observo tras la puncion folicular un coagulo de sangre en el interior del antro
folicular, el foliculo no mostré ningun signo de luteinizacion y crecié hasta el colapso folicular
(Hora 96) (Figura 10).

Tabla 2. Caracteristicas foliculares y diferentes eventos en el grupo control y tratamiento

Inyeccion intrafolicular Intervalo
Grupo desde la Duracion Didmetro del
inyeccion del del diestro CLenelDia9
Diametro folicular (mm) Dia del ciclo ~ foliculo hasta la (dias) (mm)
(dias) ovulacién (h)

Pre-iny  Post-iny  Preovulatorio

Control
(n=6) 33.7+12 301+14 279+37 182+13 72 +10.7° 155+0.92 249+13

Tratamiento
(n=6) 332+10 302+20 286+40 185+06 20 +5.92 18.3+1.20 243+15

Abreviaturas: h, horas; iny, inyeccion; mm, milimetros.

En una misma columna, las diferentes letras (a, b) indican una diferencia significativa en el intervalo desde la
inyeccion del foliculo a la ovulacion (P < 0.05) y la duracion del diestro entre grupos (P < 0.01).

La puncién folicular se realiz cuando el foliculo alcanzd un didmetro = 30 mm (entre 30 y 35 mm) y se observé
edema endometrial (Hora 0). El dia del ciclo en el que se realiz6 la puncién intrafolicular se calculd en base al dia de
ovulacion del ciclo anterior (Dia de ovulacidn = Dia 0 del ciclo).

La duracion del diestro se calculé desde el dia del colapso folicular hasta el primer dia del ciclo siguiente en el que
se detectdé edema endometrial.
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La reduccion en el diametro tras los 15 minutos de la inyeccion intrafolicular fue de 3 + 1.2
y 3.6 £ 24 mm en los ciclos tratamiento y control, respectivamente. El didmetro folicular
preovulatorio medio fue de 27.9 £ 3.7 mm y 28.6 + 4 mm en los grupos tratamiento y control,
respectivamente. En los ciclos control, tres yeguas mostraron una reduccion del didmetro
folicular hasta el momento de la ovulacion; el didmetro medio en estas yeguas el dia anterior a la
ovulacién fue de 21 + 4.5 mm. Las tres yeguas restantes mostraron foliculos que crecieron hasta
alcanzar un diametro medio de 36.2 £ 1.9 mm el dia antes de la ovulacion. Para comprobar si
esta diferencia de diametros pudo influir en los resultados hormonales dentro del grupo control,
se compararon las tres yeguas que ovularon con diametros foliculares reducidos y las tres que

ovularon con diametros foliculares normales, no observandose diferencias.

Figura 9. Imagenes ecograficas del foliculo preovulatorio de una yegua en su ciclo tratamiento antes (0 h PRE) y 15
minutos después de la puncién folicular (0 h POST). El colapso folicular tuvo lugar a las 12 h de la administracion de
PGE2 y PGF2a. Nétese el cuerpo liteo madura 9 dias después del colapso folicular (Dia 9).
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Figura 10. Imagenes ecogréficas del foliculo preovulatorio de una yegua en su ciclo control antes (0 h PRE) y 15
minutos después de la puncion folicular (0 h POST). Se observa el foliculo a las 48 y 72 h tras la puncién. El colapso
folicular tuvo lugar entre las 72 y 96 h de la administracion de la solucion placebo.
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2.2.2. Efecto sobre las concentraciones de LH, estrogenos y progesterona.

No se observaron diferencias en las concentraciones plasmaticas de LH entre el grupo
tratamiento y el control (P> 0.1) (Figura 11). Sin embargo, se observé un incremento significativo
en la concentracion de LH entre la Hora 24 y 48 en el grupo tratamiento (P = 0.03) y una
tendencia en el grupo control (P = 0.08). Tampoco se observaron diferencias en los niveles
plasmaticos de estrégenos totales ni de estradiol entre ambos grupos (P > 0.1) (Figura 12).

Los niveles plasmaticos de progesterona no fueron diferentes entre grupos (P > 0.1)
(Figura 13). Sin embargo, se observo una tendencia significativa en el efecto de la hora (P =
0.06) y en la interaccion entre la hora y el grupo (P = 0.08). Este efecto en la hora vino reflejado
por un aumento en la concentracion de progesterona entre las Horas 48 y 72 en el grupo
tratamiento (P < 0.05); mientras que en el grupo control no se observaron diferencias. En las 4
yeguas que respondieron a la administracion de prostaglandinas dentro de las 12 h, las
concentraciones de progesterona permanecieron bajas durante las 60 h siguientes al colapso
folicular. La concentracion de progesterona en el Dia 9 no fue diferente entre ambos grupos y la

morfologia de los CL fue ecograficamente normal.

4,0 1
G P>0A1 —-O— Control (n=6)

3,5 A H: P <0.01 —e— Tratamiento (n=6)
GH:P>0.1

3,0 1

2,5 4

2,0 A

Concentracion de LH (ng/ mL)

1,0 +

0,5 A

0,0 T T T T T
0 12 24 48 72

Horas después de la inyeccion intrafolicular

Figura 11. Concentracién plasmatica de hormona luteinizante (LH) £ EEM en las yeguas tratadas y las controles
desde el momento de la inyeccion intrafolicular (Hora 0). Se muestran las probabilidades para los efectos del grupo
(G) y la hora (H) vy la interaccion del grupo con la hora (GH). Entre las 24 y 48 h se observa una diferencia
significativa (*, P = 0.03) y una tendencia (#, P = 0.08) en los grupos tratamiento y control, respectivamente.
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—@— Tratamiento (n=6)

Horas después de la inyeccion intrafolicular

Figura 12. Concentracion plasmatica de estrogenos totales y estradiol + EEM en las yeguas tratadas y las controles
desde el momento de la inyeccion intrafolicular (Hora 0). Se muestran las probabilidades para los efectos del grupo

(G) y la hora (H) y la interaccion del grupo con la hora (GH).
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- / /;.—-o

72 216
Horas después del colapso folicular

Figura 13. Concentracién plasmatica de progesterona £ EEM en las yeguas tratadas y las controles después de la
inyeccion intrafolicular (Hora 0) y a las 216 h (Dia 9) del colapso folicular. Se muestran las probabilidades para los
efectos del grupo (G) y la hora (H) y la interaccidn del grupo con la hora (GH). Las concentraciones medias de
progesterona con diferentes letras en el grupo tratamiento (ab) indica diferencias dentro del mismo grupo (P < 0.05)

entre las 48 y 72 h.
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2.2.3. Efecto sobre la duracion del diestro.

Dos yeguas, en sus ciclos tratamiento, mostraron diestro prolongado (ausencia de edema
endometrial y CL visible a los 18 dias tras la ovulacion) y se les administr6 una dosis de 2.5 mg
de dinoprost IM para inducir la luteolisis. La duracién del diestro (18.3 £ 1.2 dias) fue mas larga
(P < 0.05) en los ciclos tratamiento, en los cuales se indujo el colapso folicular con el tratamiento

de prostaglandinas, que en los ciclos control en los que las ovulaciones fueron espontaneas
(15.5 £ 0.9 dias).
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DISCUSION

1. EFECTO DE LA HIPERPROLACTINEMIA SOBRE LA OVULACION Y FORMACION
DE FOLICULOS HEMORRAGICOS ANOVULATORIOS EN LA YEGUA (I).

1.1. Efecto sobre la ovulacion

En la primera fase de esta tesis doctoral se confirma que el tratamiento con sulpirida, bajo
el protocolo empleado en el Experimento 1 en yeguas ciclicas durante el periodo periovulatorio
(después de la administracion de hCG), incrementa la concentracion de PRL a las 24 horas del
inicio del tratamiento. Estos resultados estan en concordancia con los obtenidos por otros
autores en yeguas ciclicas (Guillaume et al. 2003, Johnson & Becker 1987, Pinaffi et al. 2012) y
también en conejos (Lin et al. 1988). Sin embargo, la hiperprolactinemia inducida por la sulpirida
no tuvo ningun efecto negativo sobre la ruptura folicular. Contrariamente, la hiperprolactinemia
inducida por la sulpirida si que redujo la tasa de ovulacion en conejos, de forma que, tras la
administracion de hCG, ovularon un 84.1% en el grupo control y un 61.5 % en el grupo tratado
con sulpirida (Lin et al. 1988). Otros estudios, también realizados en conejos, sugirieron que la
inhibicién de la ovulacion se debia, en parte, a la reduccidn en la generacion de plasmina por el
ovario (Yoshimura et al. 1992, Yoshimura et al. 1994). Las concentraciones de PRL alcanzadas
en el estudio mencionado anteriormente en conejos fueron muy diferentes entre los grupos
control y tratamiento (11 veces mas elevadas que los controles) si los comparamos con las
obtenidas en este estudio (2.5 veces mayores). Este hecho, podria explicar la falta de inhibicion
sobre la ovulacion de las yeguas tratadas con sulpirida, en las que la hiperprolactinemia no fue
suficiente para inhibir la ovulacion.

En los estudios mencionados anteriormente llevados a cabo en conejos no hubo evidencia
de luteinizacion de los foliculos ni tampoco se evidencié un aumento en la concentraciéon de
progesterona como sucede cuando se inhiben las prostaglandinas mediante el uso de
indometacina en el periodo periovulatorio. Sin embargo, en un estudio reciente llevado a cabo en
yeguas postparto un 56 % de las yeguas formaron LUF tras el tratamiento diario de 750 mg de
sulpirida (Zagrajczuk & Okolski 2010). En este estudio, las concentraciones de PRL y LH fueron
2.5 veces mayores en las yeguas tratamiento en el momento de la ovulacion o formacion de
LUF. No se pudo determinar si la formacion de LUF en dicho estudio fue debida al aumento en la
concentracion de PRL o al de LH, teniendo en cuenta que en estudios previos realizados en
yeguas se ha relacionado concentraciones elevadas de LH con la formacién de LUF (Ginther et
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al. 2008c). En nuestro estudio, las concentraciones de LH no fueron diferentes entre ambos
grupos. Por otro lado, otro estudio clinico no encontré diferencias en las concentraciones de PRL
entre yeguas que ovularon normalmente y yeguas que formaron HAF (Metcalf & Roser 2010). En
nuestro estudio, sélo dos yeguas desarrollaron LUF. La yegua control que desarrollé el LUF tuvo
concentraciones plasmaticas de PRL similares a las yeguas controles (< 10 ng/mL), mientras
que la yegua del grupo tratamiento que desarroll el LUF tuvo concentraciones de PRL (30.9
ng/mL) también similares a las que ovularon del grupo tratamiento (29.1 ng/mL). En nuestro
estudio, la LH no fue mayor en el grupo tratamiento y la PRL, pese a ser mayor en el grupo
tratamiento, no fue un factor critico para el desarrollo de LUF en las dos yeguas.

Una posible explicacion a este hecho, es que sélo ciertos niveles de hiperprolactinemia
sean capaces de alterar el proceso de ruptura folicular alterando/inhibiendo alguna de las partes
del proceso de degradacion de la pared folicular. Como queda demostrado en el estudio de
Metcalf (Metcalf & Roser 2010) y también en éste, yeguas con niveles bajos de PRL también
pueden desarrollar HAF, no constituyendo, aparentemente un factor critico para su formacién.

En este estudio, no se ha analizado si el tratamiento empleado tuvo algun efecto sobre los
receptores de LH o FSH, como se ha visto en otros estudios (Klemcke et al. 1984). Por tanto, no

podemos analizar esta via de actuacion.

1.2. Dosis de sulpirida y pauta de administracion

El hecho de que la hiperprolactinemia no fuera suficiente, puede deberse a la dosis y
pauta empleada en el estudio. Sin embargo, la dosis fue escogida en base a otros estudios
realizados en yeguas en los que se consigue un incremento en la concentracion de PRL entre 3
y 6 veces superior al de las yeguas control (Besognet et al. 1997, Mari et al. 2009). En cualquier
caso, la dosis de 1.5 mg/Kg administrada cada 12 h y/o la duracion del tratamiento en este
estudio no parecidé ser suficiente para alterar la ovulacién. En cuanto a la duracién del
tratamiento, otros estudios en conejos, en los que se administrd hCG para inducir la ovulalcion,
consiguieron bloquear la ovulacién con la perfusion ovarica de dosis elevadas de PRL (10000 ng/
mL) durante 12 h. Sin embargo, las otras dos dosis que se emplearon en dicho estudio, 100y 10
ng/ mL no consiguieron bloquear la ovulacién (Yoshimura et al. 1992). En nuestro estudio, la
maxima concentracion de PRL que se alcanzé fue de 45 ng/ mL en una de las yeguas

tratamiento.
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2. EFECTO DEL TRATAMIENTO INTRAFOLICULAR DE PROSTAGLANDINAS E2 Y F2a
SOBRE LA OVULACION Y LA FERTILIDAD EN YEGUAS (I Y 1ll)

2.1. Efecto sobre la ovulacion

La administracion intrafolicular de la soluciéon combinada de PGE2y PGF2a es un potente
inductor de la ovulacién, incluso en el estro temprano cuando todavia no se ha producido el
incremento repentino en la concentracion de LH en la parte final de su onda preovulatoria. En la
mayoria de yeguas se produjo el colapso folicular dentro de las 12 h siguientes al tratamiento.
Fisiolégicamente, la segunda fase de la onda preovulatoria de LH es la que inicia la cascada de
eventos que van a desencadenar la expresion de la enzima COX-2 en las células de la granulosa
(Sirois & Dore 1997). La secuencia exacta de procesos desde el aumento de LH hasta la
ovulacion se desconoce a dia de hoy. Estudios realizados en ratones en los que se anula la
expresion de ciertos genes demostraron que dichos ratones presentaban deficiencias en la
ovulacién. Ratones en los que se inhibi6 la COX-2 o el receptor de progesterona, no ovulaban
quedando los ovocitos atrapados dentro del CL (Robker et al. 2000a). La LH induce la expresién
de la COX-2 en las células de la granulosa y sus productos, las prostaglandinas, activan las
metaloproteinasas (MMP) y la plasmina que son las que van a digerir la pared folicular en el apex
(Sirois & Dore 1997, Li et al. 2006). Otros estudios realizados en primates en los que se
evaluaba el efecto de LH, PGE2 y PGF2a y la combinacién entre ellas, sobre la expresion de
ciertas MMP en las células de la granulosa también sugirieron la accién directa de la LH sobre la
expresion de ciertas MMP en las células de la granulosa por una via independiente de las
prostaglandinas (Duffy & Stouffer 2003). La administracién directa de los productos de la COX-2
dentro del foliculo preovulatorio, es decir la solucién de PGE2 y PGF2a empleada en la segunda
fase de esta tesis doctoral, podria haber activado las MMP y el resto de enzimas encargadas de
la digestion de la pared del foliculo antes de que la LH induzca la expresién enddégena de la
COX-2.

Con este estudio no se puede determinar si las dos prostaglandinas (PGE2 y PGF2a) son
necesarias para inducir la ovulacion satisfactoriamente y cual es la dosis minima efectiva. En
esta linea, un estudio previo comparé6 el efecto de PGE1, PGE2 y PGF2a sobre la tasa de
ovulacién en ratas tratadas con indometacina (Gaytan et al. 2002). Las prostaglandinas de la
serie E fueron superiores a la PGF2a a la hora de inducir la ruptura folicular. Aunque la PGF2a
fue solo parcialmente efectiva en la induccidn de la ovulacion, fue superior que en las ratas del

grupo control que se trataron sdlo con indometacina. Sin embargo, en estudios realizados en
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primates tratados con indometacina y hCG, la administracion sistémica de PGF2a consiguio
inducir la ovulacion (Wallach et al. 1975). En yeguas, la administracion IV de cloprostenol
(analogo sintético de la PGF2a) no consigui6 revertir el efecto del flunixin meglumine (Cuervo-
Arango 2012). En el mencionado estudio, no se pudo determinar si la pauta o la dosis fueron
insuficientes, o sila PGF2, por si sola, no fue efectiva para producir el colapso folicular.

El efecto sobre la ovulacion se puede atribuir a las prostaglandinas y no a la puncién de la
pared folicular ya que las yeguas control también recibieron un tratamiento placebo con la misma
técnica y solo el 20 % de estas yeguas ovularon, como se esperaba. Dicho porcentaje, esté en
concordancia con otros estudios realizados en yeguas con el mismo protocolo de flunixin
meglumine y se observé que un 27 % (Cuervo-Arango et al. 2011) y 17 % (Cuervo-Arango &

Domingo-Ortiz 2011) de las yeguas ovuld pese a recibir el tratamiento.

2.2. Efecto sobre la fertilidad

Segln los resultados obtenidos en el experimento 2, el protocolo intrafolicular de
prostaglandinas empleado, ademas de producir la ruptura de la pared folicular y la ovulacién,
también permite la liberacion normal del ovocito dentro del oviducto puesto que las 3 yeguas
inseminadas en sus ciclos tratamiento quedaron gestantes. En concordancia con otros estudios
realizados sobre tasas de prefiez en yeguas con HAF espontaneos (McCue & Squires 2002), en
nuestro estudio, las yeguas inseminadas en sus ciclos control y que desarrollaron LUF, tampoco
quedaron gestantes. Estudios histologicos realizados en conejos demostraron como el ovocito
permaneci6 atrapado en el entramado de contenido coagulado en el interior del LUF no siendo
posible la liberacion de éste al oviducto ni, por tanto, la fertilizacion (Salhab et al. 2003). En
nuestro estudio, una de las yeguas en su ciclo tratamiento mostré signos de desarrollo de LUF
(presencia de numerosas particulas ecoicas en el antro folicular) antes de la administracion del
tratamiento en la Hora 32; esto indica que la yegua habia iniciado su onda preovulatoria de LH
antes del tratamiento con hCG ya que dichos signos de desarrollo de LUF ocurren entre las 40 y
44 h después de la hCG (Cuervo-Arango et al. 2011). Incluso con el indicio de hemorragia dentro
del foliculo, la yegua ovuld tras el tratamiento intrafolicular y el ovocito liberado fue fértil ya que la
yegua quedd gestante. La vesicula embrionaria diagnosticada en esta yegua en el Dia 14
presentd un tamafio mas pequefio de lo normal, condicion conocida con el término de “small for
age” (en inglés). Aunque este tipo de vesiculas embrionarias estan asociadas a perdidas
embrionarias tempranas (Bergfelt et al. 1992), en este estudio no se valoré la viabilidad de las
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gestaciones, ya que se indujo la luteolisis mediante la administracion de 5 mg de dinoprost s.c.

en todas las yeguas diagnosticadas como gestantes.

2.3. Dosis de prostaglandinas E2 y F2a y momento de administracion del tratamiento

intrafolicular

La eleccion de la dosis y proporcidn de las prostaglandinas E2 y F2a empleada en el
estudio se hizo en base a los estudios realizados por Sirois y Doré en 1997. En dichos estudios,
las concentraciones de prostaglandinas E2 y F2a aumentaban en el liquido folicular entre las 33
y 36 h tras la administracion de la hCG siendo de 40 ng /mL y 10 ng/mL las concentraciones de
PGE2 y PGF2aq, respectivamente. Por tanto, en ese rango de horas, la proporcion de ambas
prostaglandinas es de 4:1. La concentracion total empleada (500/125 pug) es mucho més elevada
que las concentraciones fisiologicas mencionadas anteriormente teniendo en cuenta que, un
foliculo preovulatorio de 35 mm contiene un volumen de liquido folicular de 20-30 mL. Sin
embargo, se eligio una cantidad mayor por las posibles pérdidas que pudiera haber durante la
puncion folicular a través del orificio de la aguja.

En cuanto a la hora de administracion del tratamiento, en el experimento 2, se realiz6 a las
32 h de la hCG puesto ya que es a partir de esta hora cuando de forma fisiologica comienza a
haber PGE2 y PGF2a en el liquido folicular (Sirois & Dore 1997). Por otro lado, la manipulacién
del foliculo preovulatorio mas cerca del momento de la ovulacion podria implicar la ruptura
accidental del foliculo, debido a la menor consistencia de éste. En el experimento 3, la
administracion del tratamiento se realiz6 en el momento en el que se detectd un foliculo = 30 mm
y se detect6 un grado de edema endometrial de 2-3 sobre 5, implicando estos dos hechos que la
yegua estaba en los primeros dias del estro. El tratamiento se administr6, de media, en el Dia 18

del ciclo.

2.4. Efecto sobre las concentraciones de LH, estrégenos y progesterona

El hecho de que, tras el colapso folicular, la LH continuara incrementandose gradualmente
tanto en el grupo control como en el tratamiento, indica que el colapso folicular inducido por la
administracion de prostaglandinas no bloquea la liberacion de LH. Aunque en el momento del
tratamiento si que habia LH, esto no implica que, esos niveles de concentracion fueran criticos
para inducir el colapso folicular siendo, por tanto, las prostaglandinas las desencadenantes de

dicho colapso. En esta linea, un estudio realizado en ratas tratadas con Nembutal para bloquear
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la onda de LH mostraron un 81 % de ovulacion en los animales tratados con 1.5 mg de PGE2 de
forma sistémica (Tsafriri et al. 1972).

La inyeccion intrafolicular de prostaglandinas no afect6 a las concentraciones de
estrogenos totales y estradiol, y los niveles plasmaticos observados son similares a estudios
previos llevados a cabo durante el estro en yeguas (Palmer & Terqui 1977, Meinecke et al.
1987).

La principal hormona que estimula la produccién de progesterona por el CL es la LH
(Niswender et al. 2000). El inicio en el incremento de la produccion de progesterona se define
como el primer dia en el que la concentracion de progesterona esta por encima de 1 ng/mL, 24 h
después de la ovulacion (Hinrichs et al. 1991). En el experimento 3, la concentracion de
progesterona en 4 de las yeguas que respondieron al tratamiento con prostaglandinas
permanece por debajo de 1 y 2 ng/mL dentro de las 36 y 60 h del colapso folicular,
respectivamente. El hecho de que en estas yeguas se produjera el colapso folicular antes de la
parte final de la onda preovulatoria de LH podria explicar el lento incremento en la secrecién de
progesterona por el nuevo CL en comparacién con datos obtenidos en estudios previos
(Townson et al. 1989). Este lento incremento de la secrecion de progesterona los primeros dias
del desarrollo del CL podria explicar la mayor duracién del diestro en el grupo tratamiento. Sin
embargo, el CL maduro de las yeguas tratamiento parecié recobrar la capacidad total de
produccion de progesterona, ya que las concentraciones a los 9 dias después del colapso
folicular fueron similares en ambos grupos. Estos resultados no estan en concordancia con
estudios realizados en vacas en las que se compard el efecto de la aspiracion del foliculo
dominante antes y después de la onda preovulatoria de LH, y tras los cuales demostraron la
necesidad de la onda de LH para la formacion y desarrollo del CL (Hayashi et al. 2006). En el
citado estudio se disefiaron 3 grupos en los que se realizaron las aspiraciones foliculares en
diferentes momentos del ciclo: en la fase luteal, antes (Pre-LH) y después de la onda de LH
(Post-LH), y se afiadi6, ademas, un grupo control. Todos los grupos recibieron una dosis de
PGF2a. En el grupo Pre-LH se realizé la aspiracion del foliculo a las 42 h; en dicho grupo no se
observé la formacion de CL y las concentraciones plasmaticas de progesterona permanecieron
por debajo de 1 ng/ mL en las sucesivas mediciones (hasta los 9 dias), ademas la concentracion
intrafolicular de PGE2 fue significativamente mas baja que en el grupo Post-LH. El hecho de que
en nuestro estudio se formaran CL tras el colapso folicular antes de la onda de LH puede ser
debido a la administracién de las prostaglandinas, ademas tras el colapso folicular los niveles de
LH continuaron incrementandose y puede que actuaran sobre las células de la granulosa. En el

estudio realizado en vacas no midieron las concentraciones plasmaticas de LH.
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3. POSIBLES APLICACIONES DEL TRATAMIENTO INTRAFOLICULAR DE
PROSTAGLANDINAS E2 Y F2a

Aunque el protocolo empleado en la segunda fase de esta tesis doctoral esta en una fase
experimental y se ha basado en pocas yeguas, los resultados obtenidos han sido alentadores.

El tratamiento intrafolicular de PGE2 y PGF2a podria ser una buena alternativa
terapéutica para las yeguas con tendencia a formar HAF (yeguas ‘repetidoras”). Aunque el
tratamiento no se ha probado en yeguas con historia de una incidencia alta de HAF espontaneos
en los experimentos realizados, la similitud que presentan los LUF inducidos experimentalmente
mediante el uso de flunixin meglumine y los HAF que se producen espontaneamente (Cuervo-
Arango & Newcombe 2012) hacen que este protocolo terapéutico experimental sea
esperanzador. Por otro lado, es complicado disefiar un experimento clinico en estas yeguas
debido a la dificultad de predecir si la yegua desarrollarad un HAF en un ciclo concreto, por lo que
resultaria complicado confirmar la efectividad del tratamiento.

En cualquier caso, segun los resultados obtenidos en el experimento 2, se podria aplicar
el tratamiento intrafolicular entre las 30 y 36 h tras la administracion de hCG o de otros farmacos

inductores de la ovulacion como la deslorelina o histerelina en dichas yeguas repetidoras.

4.  FUTURAS LIiNEAS DE INVESTIGACION

Las futuras lineas de investigacion, en las que ya se esta trabajando, se centran en la

segunda fase de esta tesis doctoral: el tratamiento intrafolicular de PGE2 y PGF2a.

Una de las lineas iria encaminada a probar el protocolo empleado en yeguas repetidoras
con historia previa de HAF. Estudios que podrian llevarse a cabo en colaboracion con otros
centros de reproduccion con el objetivo de obtener el mayor nimero de datos posible. En esta
linea se podria realizar la técnica de inyeccion por el flanco, ya que no requiere sonda

transvaginal con canal de trabajo.

Por otro lado, seria ldgico valorar la posibilidad de una via de administracion sistémica de
prostaglandinas, ya que es una via mas accesible y econémica para los veterinarios clinicos de
campo. En esta linea, el principal reto seria determinar la dosis minima efectiva de PGE2 y
PGF2a capaz de alcanzar las capas de la granulosa y la teca para inducir la ovulacion con los

minimos efectos adversos.
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CONCLUSIONES

1. La administracién de sulpirida cada 12 h a la dosis de 1.5 mg/Kg incrementa la
concentracion de prolactina a las 24 h del inicio del tratamiento. La hiperprolactinemia inducida

con dicho tratamiento no tiene ningun efecto negativo sobre la tasa de ovulacion.

2. Laadministracién intrafolicular de 500 ug de PGE2y 125 ug de PGF2a 32 h después de
la administracién de hCG induce la ovulacion en yeguas tratadas con flunixin meglumine durante
el periodo periovulatorio. Se asume la liberacion normal y fértil del ovocito en dichas ovulaciones,

ya que todas las yeguas inseminadas quedaron gestantes.

3. La administracion intrafolicular de 500 pug de PGE2 y 125 ug de PGF2a en el estro
temprano induce el colapso folicular dentro de las 12 h siguientes al tratamiento en la mayoria de
las yeguas tratadas, pero dicho tratamiento no altera los perfiles de LH y estrégenos. En las 4
yeguas que respondieron a la administracion de prostaglandinas dentro de las 12 h, las
concentraciones de progesterona permanecieron bajas durante las 60 h siguientes al colapso

folicular.
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Sixteen estrous cycles from 10 cyclic mares were randomly assigned to a control or sul-
piride group (n = 8 each). All mares received 1,500 IU of human chorionic gonadotropin
(hCG) (hour 0) during estrus with a follicular diameter >32 mm. Mares were scanned
every 12 hours until ovulation. In the treatment group, beginning at hour 0, each mare
received 1.5 mg/kg of sulpiride every 12 hours intra-muscularly until ovulation or for-
mation of a luteinized unruptured follicle (LUF). Concentrations of luteinizing hormone

Iﬁ::gords' (LH) and prolactin (PRL) were measured by radioimmunoassay. In each group, there were
Ovulatory season 10 preovulatory follicles for the eight cycles. The ovulation rate (9/10, 90%) was similar in
Sulpiride the control and sulpiride groups. Two mares formed an LUF, which was first detected at
Prolactin hours 48 and 72 for the sulpiride and control mares, respectively. The interval from hCG to
Ovulation ovulation was 49.5 + 11.1 and 43.5 + 5.8 hours, for the control and sulpiride groups,

respectively (P >.5). LH followed the typical preovulatory surge pattern, with no difference
between groups (P > .5). Sulpiride administration increased PRL concentration in treated
mares at 24 (P < .1), 36, and 48 hours (P < .05) after treatment. In conclusion, sulpiride
administration every 12 hours increased PRL concentration in treated mares after 24 hours
of the beginning of treatment. However, at this time window and concentration, PRL did
not have any effect on ovulation. The control mare that developed an LUF had a PRL
concentration similar to other ovulatory control mares (always <10 ng/mL).

© 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction events is the preovulatory increase in luteinizing hormone

(LH) concentration in peripheral blood circulation. Much

Ovulation is a complex process of molecular mecha-
nisms that involves a cascade of events that lead to the
degradation and rupture of the follicle at its apex, and
eventually, release of the oocyte and follicle collapse.
Therefore, ovulation is an essential step in the process of
fertilization. The first signal that triggers this cascade of
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of the knowledge and understanding of these molecular
mechanisms has been obtained from experiments with
laboratory animals and has been reviewed [1].

From all molecular factors involved in ovulation, the
enzyme prostaglandin G/H synthase-2 (PGHS-2) present in
granulosa cells and its products prostaglandins Fy, and E;
in follicular fluid have been extensively studied in labora-
tory animals [2], women [3], cows [4], ewes [5], and mares
[6,7]. In all these species, the blockade of PGHS-2 by
nonsteroidal anti-inflammatory drugs during the peri-
ovulatory period inhibited ovulation in a large percentage
of treated females and induced the formation of luteinized
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unruptured follicles (LUFs). In mares, as well as in other
species, these LUFs are known to produce actively proges-
terone despite of not having released the oocyte [7]. Sub-
sequently, the mare enters a diestrous-like phase, which
lasts the same as in ovulatory mares with corpora lutea [7].
The experimentally induced LUF has been shown to share
similar ultrasound and hormonal characteristics with the
hemorrhagic anovulatory follicle (HAF) syndrome [8], the
most common pathologic anovulatory condition that oc-
curs spontaneously in mares [9,10].

Prolactin (PRL) has also been considered to be relevant
to the ovulatory process. However, the exact role as how
it is able to block ovulation is not totally understood. In
rabbits, the perfusion of ovaries, with large quantities of
PRL during the periovulatory period (at the same time of
human chorionic gonadotropin [hCG] treatment), blocked
ovulation by reducing ovarian generation of plasmin
[11,12]. Plasmin, along with other serine proteases, con-
tributes to the process of follicle wall degradation by acti-
vating latent collagenases, resulting in the disruption of
collagenous connective tissue in the follicle [13]. In another
approach to induce hyperprolactinemia, the treatment of
rabbits with sulpiride, a dopamine antagonist, reduced
significantly the ovulation rate and collagenolytic activity
[14]. In contrast, hyperprolactinemia in women seems to
induce anovulation by inhibiting Gonadotropin releasing
hormone release and follicle growth rather than blocking
the process of follicle wall degradation from matured pre-
ovulatory follicles [15,16]. In mares, sulpiride has been used
to advance the first ovulation of the year with no detri-
mental effect to the ovulation rate, despite the resultant
increase in PRL concentration after the dopamine antago-
nist treatment [17,18]. On the other hand, the effect of
sulpiride treatment during the periovulatory period in
cyclic mares on ovulation has not been studied.

The aim of the present study was to determine the effect
of sulpiride treatment on PRL concentration and ovulation
during the periovulatory period (after induction of the LH
surge with hCG) in cyclic mares.

2. Materials and Methods

2.1. Animals and Ultrasound Examinations of the Genital
Tract

Ten mixed-breed cyclic mares aged 4-20 years old and
weighing between 300 and 550 kg were used. The study
was carried out during February and June in the northern
hemisphere. Mares were kept stabled with access to ad
libitum water and fed alfalfa hay and cereal grain. Animal
procedures were handled in accordance with the Spanish
Department of Agriculture Guide for Care and Use of Ani-
mals in Research.

Transrectal B-mode ultrasonography of the genital tract
were performed using an ultrasound scanner (Sonosite 180
Vet Plus) equipped with a linear array 8-MHz transducer.
All mares have had at least one ovulation by the time of
the beginning of the study. This was confirmed by the
presence of a corpus luteum (CL). Ultrasound examinations
were performed every day during early estrus and twice a
day at 12-hour intervals during the periovulatory period.

Endometrial edema was scored in a 0-5 scale. Follicular
diameter was obtained using the electronic calipers from
the average of two linear measurements of the antrum
taken at right angles when the image of the follicle was at
the largest.

The formation of an LUF was diagnosed when the follicle
antrum filled gradually with echoic particles and the
overall diameter and wall echogenicity increased. These
echoic particles first moved freely during ballottement of
the ovary and finally organized forming a network of echoic
strands. The beginning of the formation of an LUF was
considered equivalent to the day of ovulation.

2.2. Experimental Design and Hormonal Determination

A total of 10 mares were studied during 16 estrous cy-
cles. Each estrous cycle was allocated to a control or a
sulpiride treatment group. When the mare reached a fol-
licle of >32 mm in diameter and showed mild-to-moderate
endometrial edema (>2 of 5), all mares received an IV
treatment of 1,500 IU of hCG (Veterin Corion; Divasa
Farmavic S.A., Spain). The time of hCG treatment was set at
hour 0. In control (n = 8) and sulpiride cycles (n = 8), mares
were scanned every 12 hours from hour 0 until ovulation or
LUF formation. In the sulpiride cycles, beginning at hour 0,
each mare received 1.5 mg/kg of sulpiride intra-muscularly
(Dogmatil; 50 mg/mL; Sanofi Aventis S.A., Barcelona, Spain)
every 12 hours, until ovulation or LUF formation. The in-
terval from hCG administration to ovulation was calculated
based on the ovulation and/or LUF formation of the first
preovulatory follicle, if a mare had multiple ovulations.

Blood samples were taken every 12 hours from hour
0 until ovulation or LUF formation and placed into hepa-
rinized tubes from the jugular vein, immediately stored in
ice and centrifuged (2,000 x g for 10 minutes). In sulpiride-
treated mares, samples were obtained just before sulpiride
administration. The plasma was decanted and stored at
—20°C until assayed. The LH and PRL concentrations were
determined by homologous double-antibody radioimmu-
noassay (RIA), with highly purified equine hormones as
standard of comparison and with specific antiserum raised
against this standard. Equine, highly purified PRL (AFP-
8794B), LH (AFP-5130A), and rat anti-ePRL (AFP-261987), as
well as rabbit anti-eLH (AFP-240580), as primary anti-
bodies for RIA were supplied by Dr Parlow (National Hor-
mone & Peptide Program, Torrance, CA). The intra- and
inter-assay coefficients of variation and mean sensitivity
for PRL were 13.6%, 12.2%, and 0.2 ng/mL, respectively, and
for LH were 11.0%, 13.4%, and 0.3 ng/mL, respectively.

2.3. Statistical Analysis

All data were normally distributed. Sequential data (LH
and PRL concentrations over time) were analyzed by a
general linear mixed model of variance with a repeated
statement to account for autocorrelation between
sequential observations of same individuals taken every
12 hours from hour 0 to ovulation and/or LUF formation
(Systat 13; Systat Software Inc, Chicago, IL). If an effect of
group, day, or group x day interaction was found, the data
were further tested by Student ¢ test. A probability of P <.05
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indicated that a difference was significant and probabilities
between P > .05 and P < .1 indicated that a difference
approached significance. The effect of sulpiride treatment
on the ovulation rate was determined by Fisher Exact test.
Data are given as mean + standard deviation, unless stated
otherwise.

3. Results

In each group, there were eight estrous cycles with a
total of 10 preovulatory follicles. The follicular diameter at
the time of hCG treatment was 36.7 + 1.8 and 36.1 4+ 3.2 for
the control and sulpiride groups, respectively (Table 1). The
interval from hCG to ovulation and/or LUF formation was
49.5 + 11.1 and 43.5 + 5.8 hours, for the control and sul-
piride groups, respectively (P > .1). There was a 90%
ovulation rate in both groups (Table 1). In both groups,
ovulating mares developed a morphologically normal CL as
evidenced by ultrasound. One follicle from each group did
not ovulate but filled with echoic specks and luteinized
forming an LUF. These luteinized follicles (evidenced by
increased in the thickness and echodensity of the follicle
wall) were first detected on hours 48 and 72 for the sul-
piride and control mares, respectively.

Sulpiride treatment increased PRL concentration in
treated mares compared with controls at 24 (P <.1), 36, and
48 hours (P < .05) after the beginning of the treatment
(Fig. 1). There was an effect of group x day interaction (P <
.01). This interaction originated from an increase in PRL
concentration overtime in the sulpiride group, whereas the
PRL concentration remained constant throughout the
sampling period in the control group (Fig. 1). As mares
ovulated at different times after hCG treatment, PRL and LH
concentrations were also normalized to the hour of
ovulation (Figs. 2 and 3, respectively). Prolactin concen-
tration was higher in sulpiride-treated mares 24 hours
(P < .1) and 12 hours (P < .05) before ovulation and just
after ovulation (P < .05). LH concentration followed the
typical preovulatory surge pattern (Fig. 3), with no differ-
ence between groups (P > .1).

4. Discussion

Treatment of cyclic mares with sulpiride during the
periovulatory period (after hCG administration) increased
PRL concentration after 24 hours of the beginning of the
treatment. This result confirms the data reported by
other authors in cyclic mares [19-21] and rabbits [14].
Other studies carried out in winter had similar results
[17,18,22,23]. However, this increase in PRL concentration

Table 1

within 24 hours of ovulation did not have any detrimental
effect on follicle rupture as evidenced by ultrasound. In
contrast, sulpiride-induced hyperprolactinemia reduced
significantly the ovulation rate in rabbits [14]. In the latter
study, ovulation was also induced by hCG. After the ex-
pected time of ovulation after hCG (by 14 hours of treat-
ment), sulpiride-treated rabbits had a lower ovulation rate
(61.5%) than control rabbits (84.1%). Other studies in the
same species suggested that PRL inhibits ovulation, at least
in part, by reducing ovarian plasmin generation [11,12]. In
all these experiments with rabbits, there was no evidence
of luteinization of follicles and no increase in progesterone
concentration, that is LUF formation, as it is the case when
prostaglandins are inhibited by indomethacin during the
periovulatory period [24,25]. In the latter experiment [14],
however, the difference in PRL concentration in treated
rabbits compared with controls was much higher (11-fold
increase) than that of the present study (2.5-fold to
threefold increase). This difference might account for the
lack of inhibitory effect of PRL on ovulation in sulpiride-
treated mares.

The dose of 1.5 mg/kg (twice a day) was chosen on the
basis that it was significantly higher (three to six times
higher) than the dose reported in other studies to advance
successfully the first ovulation of the year [17,23]. None-
theless, the dose of 1.5 mg/kg bis in die (twice a day) or the
duration of treatment (within 48 hours of ovulation) did
not appear to be sufficient to alter the ovulation efficiency.
However, when rabbit ovaries were perfused with PRL for
only 12.5 hours (just before hCG treatment), ovulation rate
was also lowered [24,25]. In addition, treatment of mares
with flunixin meglumine every 12 hours from the moment
of hCG administration was also sufficient to block ovulation
in most of the mares [6]. Many factors involved in the
digestion of the follicular wall leading to follicle rupture
and collapse are activated not earlier than 24 to 10 hours
before ovulation [1,26,27].

A recent study [28] found an association between the
use of sulpiride in postpartum pony mares and a reduction
in the ovulation rate. Five of nine mares (56%) underwent
LUF formation after oral daily treatment of 750 mg of sul-
piride per mare. In treated mares, PRL and LH concentra-
tions at the time of ovulation and/or LUF were found to be
around 2.5 times higher than those of controls. It is not
clear whether the higher incidence of LUF in sulpiride-
treated mares was because of increased PRL or LH con-
centrations. In addition, the bioavailability of sulpiride
given orally is low (20.4%) compared with intramuscular
treatment (118%) [29]. The occurrence of LUF has been
linked to increased LH concentrations in mares [30,31]. In

Effect of sulpiride treatment on ovulation and luteinized unruptured follicle (LUF) formation

Group n Follicle Diameter Interval From hCG to Ovulation/LUF LUF Rate (%)
3t hCG (mm -+ SD) 24-36 hr 36-48 hr 48-72 hr Mean Interval (hr)

Control 8 36.7 + 1.8 2/8 (25%) 4/8 (50%) 2°/8 (25%) 495 + 11.1 1/10 (10)

Sulpiride 38 36.1 + 3.2 3/8 (37%) 598 (63%) 0/8 (0%) 435+58 1/10 (10)

Abbreviations: hCG, human chorionic gonadotropin; SD, standard deviation.

Each group had eight mares and 10 preovulatory follicles.

2 Indicates the formation of an LUF at hours 72 and 48 for the control and sulpiride groups, respectively.
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Fig. 1. Prolactin (PRL) + SEM concentration in sulpiride-treated and control
mares after hCG administration. Sulpiride treatment increased PRL con-
centration at 24 hours (#, P <.1), 36 hours, and 48 hours (*, P <.05) after the
beginning of the treatment. In the sulpiride group, the first significant in-
crease (a, b: P <.05) in PRL concentration occurred between 24 and 36 hours
after the beginning of the treatment. hCG, human chorionic gonadotropin;
SEM, standard error of the mean.

contrast, one clinical study [32] reported no differences in
mean PRL concentration (within 24 hours of ovulation and/
or anovulation) between mares with normal ovulations
(8.4 ng/mL) and those with HAFs (7.6 ng/mL). In the present
study, only two mares developed an LUF. The control mare
that developed an LUF had a PRL concentration similar to
other ovulatory control mares (always <10 ng/mL),
whereas the sulpiride-treated mare that developed an LUF
had a PRL concentration (30.9 ng/mL) similar to other
ovulatory mares from the treatment group (29.1 ng/mL).

In conclusion, sulpiride administration every 12 hours
at 1.5 mg/kg increased PRL concentration in treated mares
after 24 hours of the beginning of the treatment. However,
at this time window and concentration, PRL did not have
any detrimental effect on ovulation rate.

35 —O— Control (n = 8)
—@— Sulpiride (n = 8) b

G:P<0.02

304 H: P <0.001

£ GH: P <0.001
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= 25
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-36 -24 -12 0

Hours to ovulation

Fig. 2. Prolactin (PRL) + SEM concentration in sulpiride-treated and control
mares normalized to the hour of ovulation (hour 0). Prolactin was higher in
the sulpiride group 24 hours (#, P < .1) and 12 hours before ovulation and
just after ovulation (*, P < .01). Within group, a difference in PRL concen-
tration between hours (P < .05) is indicated by different letters (a, b). SEM,
standard error of the mean.

—o— Control (n=8)
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2,0 4
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Fig. 3. LH + SEM concentration in sulpiride-treated and control mares
normalized to the hour of ovulation (hour 0). LH, luteinizing hormone; SEM,
standard error of the mean.
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Summary

Reasons for performing study: Haemorrhagic anovulatory follicle is the most common pathological anovulatory condition in the mare, but its cause
remains unknown. An experimental model to induce luteinised unruptured follicles (LUF) with flunixin-meglumine (FM) has been developed. Luteinised
unruptured follicles share similar morphological and hormonal characteristics with haemorrhagic anovulatory follicles.

Objectives: To test the effect of intrafollicular administration of prostaglandins PGE, and PGF, during the periovulatory period on ovulation and pregnancy
in FM-treated mares.

Study design: In vivo experiment in a crossover design.

Methods: Five mares were followed during 2 oestrous cycles each. All mares were given FM at 1.7 mg/kg bwt i.v. every 12 h from Hour O
(Hour 0 = human chorionic gonadotrophin treatment) to Hour 36. In treatment cycles (n = 5), at Hour 32 the preovulatory follicle was punctured
and 0.5 ml of a solution containing 500 ug of PGE, and 125 pg of PGF,, was deposited within the follicle. In control cycles, water for injection
was administered into the follicle at the same time. In 3 control and 3 treatment cycles, mares were also inseminated at Hour 24. Diagnosis of
ovulation/LUF formation and pregnancy was performed by ultrasound examination between Hours 36 and 72 and 14 days after ovulation/LUF formation,
respectively.

Results: During the treatment cycles, all mares ovulated normally (100% ovulation rate) 36-48 h after human chorionic gonadotrophin, while in 4 of
5 control cycles the mares developed an LUF (80%, P<0.05). All 3 inseminated mares became pregnant in the treatment cycles, but not in the control
cycles.

Conclusions: Intrafollicular treatment with PGE, and PGF,, overcame the anovulatory effect of FM. This sheds new insights into the knowledge on the
possible therapeutic options for ovulatory failure in the mare.

Keywords: horse; mare; luteinised unruptured follicle; prostaglandin; ovulation

Introduction

Haemorrhagic anovulatory follicle (HAF) is a cause of ovulatory failure in
the mare [1-5]. During the development of an HAF, the preovulatory-sized
follicle fails to ovulate despite typical secondary signs associated with
ovulation, such as the preovulatory surge and luteinising hormone (LH)
peak, an abrupt decrease in oestradiol and a gradual increase
in progesterone concentrations [2,6], decreasing endometrial oedema
score [4,5] and normal length of the subsequent dioestrous phase [2,4].
Equine HAF fails to rupture but increases in diameter. Subsequently, the
HAF wall thickens and becomes highly echoic, indicating active
luteinisation [2]. Simultaneously, the follicular antrum fills with increasing
amounts of echoic particles which move freely upon ballottement of the
ovary. Eventually, the HAF contents organise. Although the overall
incidence of HAF in the mare population is relatively low, 5-8% of all
oestrous cycles [1,4,7], incidences can be as high as 25-50% of all cycles in
individual mares, so-called ‘repeater mares’ [2,4] and is a cause of infertility
in these mares.

The term luteinised unruptured follicle (LUF) syndrome has been
used in human medicine to refer to a common cause of infertility in
women who fail to rupture and ovulate their preovulatory follicle despite
secondary ovulatory changes such as an LH peak, a rise in progesterone
or secretory transformation of the endometrium [8-11]. Instead of
ovulating and forming a typical corpus luteum (CL), the anovulatory
follicle increases in diameter, fills with echoic particles and eventually
luteinises with active production of progesterone [12,13]. As in equine
spontaneous HAF, the natural occurrence of spontaneous LUF is difficult
to predict. An experimental protocol that reliably allowed the
induction of LUF in women consists of systemic administration of
prostaglandin synthase inhibitors [14,15]. The ultrasonographic
characteristics of both spontaneous and experimentally induced
human LUF are similar [13,14], which might also indicate similar
pathogenic mechanisms. Intrafollicular prostaglandins (PGE, and PGF,)

Equine Veterinary Journal 48 (2016) 211-217 © 2015 EVJ Ltd

are essential key factors for the ovulatory process in mammals [16]. They
are actively produced in the granulosa cells approximately 10 h before
ovulation [17].

Recently, the experimental protocol to induce LUF in women with
prostaglandin synthase inhibitors [14] was successfully attempted in mares
[18]. Flunixin-meglumine (FM), a prostaglandin synthase inhibitor, blocked
ovulation during the expected periovulatory period in over 80% of treated
mares. The resultant FM-induced anovulatory follicles underwent
ultrasonographic signs of luteinisation and therefore were termed LUF [18].
Flunixin-meglumine-induced equine LUF share a similar profile of
reproductive hormones [19] and ultrasound characteristics [20] to that
reported for spontaneous HAF.

The treatment options for mares with HAF are limited [21]. The
objectives of this study were to characterise the effect of PGE, and PGF,,
administered intrafollicularly in mares treated with FM on ovulation and
pregnancy rate.

Materials and methods

Animals and ultrasound examinations

Five mixed-breed cyclic mares from the institute’s research herd aged
5-18 years and weighing 350-550 kg were studied during 10 oestrous
cycles (2 cycles each mare) in April-June 2014. Mares were kept
stabled with ad libitum access to water and fed alfalfa hay and cereal
grain.

Transrectal B-mode ultrasonography of the genital tract was performed
using an ultrasound scanner (Sonosite nanomaxx)® equipped with a linear
array 8 MHz probe. All mares had had at least one ovulation by the time of
the beginning of the study. This was confirmed by the presence of a
corpus luteum. Ultrasound examinations were performed every day
from Day 15 (Day O = day of ovulation) and twice a day at 12 h intervals
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during the periovulatory period. Endometrial oedema was scored on a 0-3
scale (0 = dioestrus-like echotexture, with no endometrial folding; 3 =
maximum degree of endometrial folding). The follicular diameter was
obtained using electronic calipers from the average of 2 linear
measurements of the antrum taken at right angles when the size of the
follicle was maximal. An ovulation was diagnosed when the previous
preovulatory follicle had disappeared with at least the loss of >90% of
follicular fluid. The formation of an LUF was diagnosed when the follicle
did not collapse but filled gradually with an increasing amount of
echoic specks that moved freely during ballottement of the ovary. Finally,
the LUF contents organised, forming a network of fibrin, as described
previously [18].

Experimental design and intrafollicular puncture

For each mare, 2 oestrous cycles, with a wash-out period of one cycle in
between, were allocated randomly to a control (n = 5) or to a treatment
(n = 5) group in a crossover design. The first cycle of 3 mares was a
control cycle while the remaining 2 were treatment cycles. After Day
15 (Day 0 = day of previous ovulation), when the mares reached a
follicle diameter 232 mm and showed mild to moderate endometrial
oedema (score of 1-3), they were given 1500 iu of human chorionic
gonadotrophin (hCG) i.v. (Veterin Corion)® to induce the preovulatory surge
of LH. The time of hCG treatment was set as Hour 0. In all cycles
(control and treatment), mares received flunixin-meglumine (Finadyne)®
1.7 mg/kg bwti.v. every 12 h from Hour 0 to Hour 36 or until the diagnosis
of ovulation/beginning of LUF formation, whichever came first. Three
mares, in their treatment (n = 3) and control (n = 3) cycles, were
inseminated with 1 x 10° progressively motile fresh sperm from a stallion of
proven fertility at Hour 24. The remaining 2 mares were not inseminated
because of cervical lacerations and a history of post mating intrauterine
fluid accumulation.

A mixed solution of naturally occurring PGE, (dinoprostone 10 mg/ml,
PGE2-Pfizer)? and PGF., (5 mg/ml dinoprost, Dinolytic)® was prepared.
This solution was used for each treatment cycle and contained 500 ug
PGE; and 125 ug of PGF,, diluted in 0.5 ml of water for injection. Each mare
received a single injection in the largest preovulatory follicle at Hour
32 of 0.5ml of the treatment solution (treatment cycles) or placebo
(0.5 ml of water for injection) during the control cycles by transvaginal
ultrasound-guided follicular puncture. The follicular puncture was
performed with the mare restrained in the stocks, previously sedated with
detomidine hydrochloride 0.01 mg/kg bwt iv. (Domosedan)® and
butorphanol tartrate 0.02 mg/kg bwt i.v. (Torbugesic)’. The perineum was
thoroughly cleansed.

Ultrasound-guided follicular puncture was performed using an
ultrasound scanner (Honda Electronics HS-1500 VET)® equipped with a
9 MHz convex transvaginal transducer (HCV 3710MV). The transducer
was introduced into the vagina and placed next to the side of the vaginal
fornix ipsilateral to the ovary containing the target follicle. A 5cm,
21 gauge needle was fitted to the end of the working channel of
the ultrasound probe. The needle was connected through a silicone
tube to a 1 ml-syringe containing the treatment or placebo solution.
During the transvaginal ultrasound-guided follicle puncture, the
needle was introduced into the follicular antrum while the ovary was
held manually per rectum. Care was taken to avoid any excessive
movement of the ovary during follicle puncture so that the wall was
minimally damaged. The whole procedure was performed easily in <5 min.
Mares were scanned transrectally just before and 15 min after follicle
puncture to measure follicle diameter and to assess any loss of fluid due to
follicle puncture.

Thereafter, mares were scanned at least at Hours 36, 48, 60 and 72. In
addition, 2 mares in the treatment cycles were scanned every 2 h from
Hour 36 to Hour 48 to determine more precisely the exact time of
ovulation. A final ultrasound examination was performed 9 days after
ovulation/beginning of LUF formation to evaluate and measure the corpus
luteum/LUF. Pregnancy diagnosis was performed 14 days post
ovulation/LUF formation. If a mare was diagnosed as pregnant in their first
cycle, 5 mg of dinoprost was administered subcutaneously to induce
luteolysis and the vesicle was crushed manually. This occurred in one of the
3 mares that conceived. The remaining 2 mares conceived in their last
cycle.
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Fig 1: Mean + s.e.m. diameter of the largest preovulatory follicle in control (n = 5) and
treatment cycles (n = 5). In all cycles, mares received 1500 iu of human chorionic
gonadotrophin (hCG; Hour 0) and flunixin-meglumine 1.7 mg/kg bwt i.v. at the
frequency indicated by arrows (FM). In 3 control and 3 treatment cycles, mares were
artificially inseminated (Al) with fresh semen 24 h after hCG (arrow). In control cycles,
the preovulatory follicle was injected with 0.5 ml of water for injection (Placebo; n = 5)
and in treatment cycles with 500 pg PGE; and 125 pg PGF2, in 0.5 ml of water 32 h
after hCG (intrafollicular injection). In control cycles, 4 mares developed a luteinised
unruptured follicle (Placebo-LUF) and one mare ovulated (Placebo-OV). All mares in
the treatment cycles (n = 5) ovulated and developed a corpus luteum (CL).

Data analyses

Sequential data (follicle diameter) was tested for normality using the
Anderson-Darling test. Data not normally distributed were ranked.
Differences in follicle diameter between the control and treatment cycles
were analysed by unpaired t test. Differences in endometrial score
between the control and the treatment cycles were analysed by
Mann-Whitney nonparametric test. Frequency data (ovulation/LUF
formation rate) were analysed by Fisher’s exact test (Minitab15)". Statistical
significance was set at P<0.05. All images obtained during the ultrasound
examinations were frozen, labelled and saved for further detailed analyses
and creation of figures.

Results

All 5 mares in the treatment cycles had a normal ovulation 36-48 h after
hCG treatment (Fig 1). The ovulation rate (100%) in the treatment cycles
was higher (P<0.05) than that of the control cycles (20%; 1/5). In the 2
treatment cycles monitored at 2 h intervals between Hour 36 and 48, the
mares ovulated by Hour 40 (Fig 2) and 42 (8 and 10 h after intrafollicular
treatment, respectively). In 4 control cycles, the preovulatory follicle did
not collapse but developed into an LUF. The LUF showed a gradual increase
in diameter from Hour 36 onwards (Fig 1) and follicle haemorrhage
evidenced by the presence of echoic specks that moved freely upon
ballottement of the ovary. Luteinisation of the follicle was evidenced by the
increase in the thickness and echogenicity of the granulosa layer. Finally,
the LUF contents organised, forming a network of echoic strands (Fig 3). In
the control cycle that did not form an LUF, the follicle showed a gradual
decrease in diameter between Hour 32 (34 mm) and Hour 48 (25.5 mm).
The follicle of this mare collapsed at Hour 60 (Fig 4). Only one follicle from
the treatment cycles developed signs of follicular haemorrhage before
ovulation. In this cycle, the mare had a follicle with moderate signs of
haemorrhage (echoic specks) at Hour 32 (before treatment), but then
ovulated normally by Hour 48 (Fig 5).

The follicle puncture induced an immediate (within 15 min) reduction in
diameter of 2.1 £ 1.2 mm (range 0-5.5 mm) and 3.7 £ 1.7 mm (range
0.5-10.5 mm) in the treatment and the control cycles, respectively. The
preovulatory follicle diameter at Hour 36 (4 h after follicle puncture) was
reduced by 6.7+2.4 (range 0.5-14mm) and 4.8+ 1.9 mm (range
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Fig 2: Representative B-mode ultrasonograms of a
mare during the treatment cycle before (32 h PRE)
and 15 min (32 h POST) after follicle puncture.
Ovulation took place at 40 h after human chorionic
gonadotrophin treatment. Note the development of
the newly formed corpus luteum 16 h after follicle
puncture (48 h) and the mature corpus luteum 9 days
after ovulation (Day 9). This mare was diagnosed as
pregnant 14 days after ovulation. Hour 0 = time of
human chorionic gonadotrophin treatment.

0-11 mm) compared with the prepuncture diameter for the treatment and
the control cycles, respectively (Fig 1). The degree of reduction was not
different between groups (P>0.05) at either 15 min or 4 h after follicle
puncture. The endometrial oedema score did not differ between groups
(P>0.05) at any time-point analysed.

All 3 mares inseminated in their treatment cycles conceived (100%
pregnancy rate). The same mares mated in their control cycles did not
conceive (0% pregnancy rate). These 3 control cycles formed an LUF. The 3
embryonic vesicles identified 14 days after ovulation in the treatment
cycles measured 13.0, 13.5 and 6.0 mm. The small for age vesicle
corresponded to the mare that showed follicular haemorrhage before the
follicle puncture at Hour 32 (Fig 5). This embryonic vesicle was measured
again one day later (15 days after ovulation) for confirmation of pregnancy
before manual reduction and measured 9.5 mm.
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Discussion

Prostaglandins are key factors in the process of ovulation [16]. The exact
role of prostaglandins during the ovulatory process of mammals is not
completely understood but it is believed that they activate several matrix
metalloproteinases and plasminogen activator families [22]. These matrix
metalloproteinases and other proteolytic enzymes produce an extensive
tissue remodelling at the apex of the follicle that culminates in the rupture
of the follicular wall and ovulation [16]. In the mare, the enzyme
prostaglandin G/H synthase-2 (PGHS-2), also called COX-2, is expressed in
granulosa cells 30 h after the beginning of the preovulatory LH surge,
whether it is spontaneous or induced by hCG. The PGHS-2 is the first
rate-limiting enzyme in the biosynthesis of prostanoids from arachidonic
acid [17]. There is a parallel increase in the expression of PGHS-2 in
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32 h PRE

Fig 3: Representative B-Mode ultrasonograms of a
mare during the control cycle at follicle puncture and
development of a luteinised unruptured follicle (LUF)
from 32 h after human chorionic gonadotrophin
(hCG) until 9 days after beginning of LUF formation.
Note the partial reduction in the follicle diameter
after puncture (32 h POST and 36 h) presumably by
loss of follicular fluid, and subsequent increase in
diameter by entry of blood (echoic specks within the
antrum) during the development of the LUF (48, 60
and 72 h). The LUF contents organised, forming a
network of echoic strands 96 h after hCG (96 h). Hour
0 = time of hCG treatment.
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Fig 4: Representative B-Mode ultrasonograms of the
dominant follicle in the mare that ovulated during the
control cycle despite treatment with
flunixin-meglumine. Note the gradual reduction in
follicle diameter between puncture (32 h POST) and
48 h after hCG treatment (48 h). At 60 h after human
chorionic gonadotrophin the follicle appeared to
have collapsed, although 2 small cavities were
evident within the ovulatory area (60 h). A solid
corpus luteum developed 9 days after ovulation (Day
9). Hour 0 = time of hCG treatment.

granulosa cells and in the concentration of PGE, and PGF, in follicular fluid
33-36 h after hCG administration at a mean concentration of 40 and
10 ng/ml of PGE, and PGF,,, respectively [17]. These data underline the
rationale for designing a treatment protocol that delivers exogenous PGE;
and PGF,, into the follicle at the expected time of physiological appearance
(Hour 32) and at the same PGE,/PGF,, concentration ratio of 4:1. The overall
concentration used in the present study (500/125 ug) exceeded the
physiological concentrations expected in follicular fluid at the same time
for the average volume of fluid of 20-30 ml in a follicle of 35 mm in
diameter [17]. However, this higher concentration was chosen to account
for any possible loss of treatment solution during the follicle puncture due
to leakage of follicular fluid.

The chosen solution of PGE, and PGF,, used in the present study seemed
to induce ovulation consistently 4-16 h after treatment in mares with
pharmacological inhibition of endogenous production of prostaglandins.
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The positive effect upon ovulation can be attributed to the prostaglandins
themselves rather than to the puncture of the follicular wall. It is true that
the follicular collapse could have been precipitated by damage to the
follicle wall during the process of follicle puncture. However, the majority of
control mares (80%) did not ovulate but developed an LUF as expected,
despite the follicle puncture to deliver the placebo. Similarly, the results of
2 previous studies in which mares were treated with the same FM protocol
but in which the follicles were not punctured, showed that 27% [19] and 17%
[18] of the mares did ovulate despite FM treatment. However, it is not
known whether both types of prostaglandin (PGE, and PGF,,) are
necessary to induce normal ovulation successfully. In this regard, a
previous study compared the effect of PGE;, PGE, and PGF,, on the
ovulation rate in rats treated with indomethacin, another PGHS-2 inhibitor
[23]. The PGE series were superior to PGF,, in inducing normal follicle
rupture. Although PGF,, was only partially effective in inducing ovulation, it
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32 h PRE

Fig 5: B-mode ultrasonograms of a mare during the treatment cycle. Note the moderate follicular haemorrhage evidenced by presence of numerous echoic specks within the
antrum 32 h after hCG treatment but before follicle puncture (32 h PRE). The follicle collapsed 42-44 h after hCG (12 h after puncture and the delivery of 500 ug PGE; and 125 pg
of PGF2). This mare became pregnant. However, the embryonic vesicle was small for age and measured only 6.0 mm 14 days after ovulation. Hour 0 = time of hCG treatment.

was superior to rats from the control group treated with indomethacin
only. A recent study in mares tried to reverse the inhibitory effect of FM on
ovulation by systemic administration of cloprostenol (a PGF synthetic
analogue), with disappointing results [24]. Whether the lack of ovulatory
effect was due to the type, dose or route of administration of the
prostaglandin is not known. Nevertheless, it is disappointing, since PGF,,
and its analogues are drugs readily available to equine practitioners.
Furthermore, a systemic route would be more practical, rapid and
inexpensive than intrafollicular delivery. Further research should be carried
out to determine the exact roles that the route of administration, dose and
type of prostaglandin play in the induction of ovulation.

During their treatment cycles, all mares ovulated within the expected
time window of 36-48 h after hCG, which is the common period reported
for induction of ovulation after hCG administration [25]. The timing of
ovulation depends on the time at which PGHS-2 is expressed in granulosa
cells and the prostaglandins are secreted into the follicular fluid. This
timing is approximately 10 h prior to ovulation in several mammals,
including the mare [17]. The current results are in agreement with the latter
statement since all mares ovulated 4-16 h after prostaglandin treatment,
and in the 2 mares scanned more frequently, at exactly 8 and 10 h after
treatment.

The treatment protocol used in this study not only induced follicle wall
rupture and ovulation but also allowed normal release of the oocyte
into the oviduct, as all 3 inseminated mares conceived. As in previous
studies on the pregnancy rate of mares with spontaneous HAF [1], the 3
mares that developed an LUF after insemination in their control cycles, did
not conceive (0% pregnancy rate). Histological studies in rabbits have
shown that the oocyte remains trapped within the LUF’s network of
organised contents and therefore oocyte release into the oviduct and
fertilisation are not possible [26]. One mare showed signs of LUF
development (moderate to heavy presence of echoic specks) before follicle
treatment (before Hour 32) that may indicate that she had already initiated
the preovulatory surge of LH before hCG treatment. It has been shown that
the first appearance of echoic specks in FM-induced LUF occurs 40-44 h
after hCG [19].

The pathogenesis of spontaneous HAF is largely unknown. To date there
has not been evidence of any link between the development of HAF and
the lack of intrafollicular prostaglandins as the mechanism to inhibit
follicular wall rupture and ovulation in this anovulatory condition.
Therefore, the fact that the treatment protocol in the present study was
able to reverse the inhibitory effect of FM on prostaglandin production and
ovulation does not imply that it would work in mares with spontaneous
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HAF. Nonetheless, the results of the current study are encouraging and it
has been shown that the ultrasound and hormonal characteristics of
spontaneous HAF and FM-induced LUF are similar [20].

In conclusion, intrafollicular administration of 500 ug of PGE; and 125 ug
of PGF,, 32 h after hCG induces ovulation and pregnancy in mares treated
with flunixin-meglumine during the periovulatory period.
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The objectives were to determine: (i) whether intrafollicular
administration of PGE2 and PGF2« to mares would hasten
follicle collapse and (ii) the differences in reproductive
hormone characteristics in mares with spontaneous and
prostaglandin-induced follicle collapses. Six mares were
followed for two oestrous cycles each: when the mares
reached a follicle diameter of 30-35 mm and showed mild-to-
moderate endometrial oedema, mares were administered a
single 0.5 ml dose containing 500 pg PGE2 and 125 g
PGF2o (treatment cycle) or a placebo (0.5 ml of water for
injection; control cycle) into the preovulatory follicle (Hour
0). Blood samples were collected, and serial ultrasound
examinations were performed until follicle collapse. Treated
mares showed follicle collapse significantly earlier
(20.0 £+ 5.9 h) than the control mares (72.0 £+ 10.7 h). The
LH, progesterone, total oestrogens and oestradiol concen-
trations did not differ between groups; however, the proges-
terone concentration increased more between 48 and 72 h
after follicle injection in the treatment compared to the
control cycles (P < 0.05). In conclusion, intrafollicular treat-
ment with PGE2 and PGF2« hastened follicle collapse in
mares without the simultaneous use of an inductor of
ovulation; despite the early induction of follicle collapse,
the profiles of LH and oestradiol were not altered. This study
provides information on the role of prostaglandins (PGs) in
the process of follicle wall rupture and collapse and suggests
that this may happen even before the beginning of the sharp
rise in circulating LH at the final stage of the ovulatory surge.

Introduction

The process of ovulation is modulated by gonadotro-
pins, in particular luteinizing hormone (LH). Cessation
of follicular growth, the change in rate of LH output
(from slow to rapid) at the end of the ovulatory surge, the
abrupt decrease in oestradiol and increase in intrafollic-
ular progesterone, and decreasing endometrial oedema
score (Gastal et al. 20006) are all preceding signs associ-
ated with ovulation (Pattison et al. 1974; Hayes et al.
1985; Ginther et al. 2006). The LH ovulatory surge in
the mare is long, compared with other domestic species,
approximately 10 days (Ginther et al. 2008). The LH
concentration in the ovulatory surge increases slowly
(beginning at early oestrus, just after the end of luteol-
ysis) and then increases more rapidly, with the transition
between the slow and rapid increases occurring at the
peak of the oestradiol surge, approximately 2 days
before ovulation, as reviewed in (Ginther et al. 2008).
Finally, the LH surge reaches its peak concentration
1 day after ovulation (Ginther et al. 2008).

The LH surge triggers a cascade of events within the
preovulatory follicle which lead to ovulation, including
the expression of specific granulosa cell genes and the
synthesis and/or activation of proteases implicated in
rupturing the follicular wall (Richards 1994). One of
these upregulated genes encodes prostaglandin G/H
synthase-2 (PGHS2), an important rate-limiting
enzyme in prostaglandin production (Sirois et al.
2004). In mares, PGHS?2 is expressed in granulosa cells
30 h after treatment with human chorionic gonado-
tropin (hCG), a hormone that induces a sharp rise in
LH concentration (Ginther et al. 2009), and conse-
quently the concentration of PGE2 and PGF2« in the
follicular fluid gradually increases between 30 and 39 h
after hCG administration (Sirois and Dore 1997). The
interval between PGHS2 induction and follicle wall
rupture and collapse is approximately 10 h in several
domestic species, including mares (Sirois and Dore
1997).

The essential role of prostaglandins in the process of
ovulation has been demonstrated in previous studies
which used prostaglandin synthesis inhibitors to block
ovulation in rats (Armstrong and Grinwich 1972),
rabbits (Grinwich et al. 1972), humans (Killick and
Elstein 1987) and mares (Cuervo-Arango and Domingo-
Ortiz 2011; Cuervo-Arango 2012). Several studies car-
ried out in other species overrode the inhibitory effect of
indomethacin, a prostaglandin synthesis inhibitor, by
treatment with PGE2 (Tsafriri et al. 1972), PGF2u
(Holmes et al. 1983) or both (Sogn et al. 1987; Gaytan
et al. 2002). However, the exact role of prostaglandins
during the ovulatory process of mammals is not
completely understood, but it is believed that they
activate several families of matrix metalloproteinases
and plasminogen activator that produce extensive tissue
remodelling at the apex of the follicle, and which
culminates in the rupture of the follicle wall and
ovulation (Robker et al. 2000; Li et al. 2006). All this
process takes place during the physiological LH ovula-
tory surge, and therefore, it is not known exactly to
what extent LH is essential to trigger the cascade of
events that lead to the successful rupture of the follicle
wall (Robker et al. 2000). It appears, however, that LH
may not be necessary for follicle wall rupture as one
study carried out in LH-blocked rats showed follicle
collapse and oocyte maturation in 81% and 90% of rats
treated with exogenous prostaglandin E2, respectively
(Tsafriri et al. 1972).
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The objectives of the present study were to determine
whether intrafollicular administration of PGE2 and
PGF2u to mares in early to mid-oestrus (with a follicle
diameter of 30-35 mm) would hasten follicle collapse,
and to establish the differences in reproductive hormone
characteristics in mares with spontaneous and prosta-
glandin-induced follicle collapses. It was hypothesized
that intrafollicular administration of PGE2 and PGF2u
to mares in early to mid-oestrus without the simultane-
ous treatment with an inductor of ovulation would
induce follicle collapse within 12 h of treatment.

Materials and Methods
Animals and ultrasound examinations

Six mixed-breed cyclic mares aged five to 18 years old
and weighing between 350 and 550 Kg were studied
during 2 oestrous cycles each (12 cycles in total), in a
crossover design between May and July 2014. The mares
belonged to the Universidad CEU Cardenal Herrera
Veterinary School research and teaching herd located in
Naquera, Spain (Northern Hemisphere). Mares were
kept stabled with access to ad libitum water and fed
alfalfa hay and cereal grain. Animal procedures were
handled in accordance with the Spanish Department of
Agriculture Guide for Care and Use of Animals in
Research.

The genital tract was examined transrectally using a
B-mode ultrasound scanner (SonoSite NanoMaxx)
with an 8-MHz linear array probe. All mares had
ovulated at least once before the start of the study,
which was confirmed by the presence of a corpus
luteum (CL). Ultrasound examinations were per-
formed every day from Day 15 (taking Day 0 as the
day of ovulation) until intrafollicular treatment admin-
istration (Hour 0). After intrafollicular injection,
ultrasound examinations were performed at Hours
12, 24, 48, 72 and daily until follicle collapse. Endome-
trial oedema was scored on a 0-5 scale (0 = dioestrous-
like echotexture, with no endometrial folding; 5 =
maximum degree of endometrial folding). The follicu-
lar diameter was measured using electronic callipers by
taking the average of 2 linear measurements of the
antrum (taken at right angles) when the size of the
follicle was maximal. Follicle collapse was diagnosed
when the previous preovulatory follicle had disap-
peared and when less than 10% of the follicular fluid
remained.

The term ‘follicle collapse’ was used instead of
ovulation to refer to the ovulation-like event induced
by the intrafollicular treatment of exogenous prosta-
glandins, because it is not known whether a normal
ovulation took place. For simplicity and comparison
purposes, follicle collapse was also used to refer to
spontaneous ovulation in mares during their control
cycles. The length of dioestrus was calculated from the
day of follicle collapse (Day 0) to the first day of the
following oestrus in which endometrial oedema was
detected.
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Experimental design and intrafollicular puncture

For each mare, 2 oestrous cycles, with a wash-out
period of 1 cycle in between, were randomly allocated to
a control (n=6) or treatment (n = 6) group in a
crossover design. The first cycle of 3 mares was a
control cycle while the remaining 3 were treatment
cycles. When the mares’ follicular diameter reached
>30 mm (between 30 and 35 mm) and they showed
mild-to-moderate endometrial oedema (score of 2-3 of
5), a blood sample was taken from the jugular vein and
the preovulatory follicle of each mare was injected with
500 pg PGE2 (dinoprostone 10 mg/ml; Prostaglandin
E2; Pfizer) and 125 pg PGF2o (dinoprost tromethamine
5 mg/ml; Dinolytic; Pfizer) diluted in 0.5 ml of sterile
water for injection (treatment cycles) or a placebo
(0.5 ml of water only, control cycles). The time of
injection was set as Hour 0. The PGE2/PGF2a dose and
ratio were chosen according to a previous study
(Martinez-Bovi and Cuervo-Arango 2016) in which this
protocol successfully induced follicle collapse within
12 h of treatment in 100% of mares. The intrafollicular
puncture was performed with the mare restrained in the
stocks, after sedation with an i.v. dose of 0.01 mg/kg
detomidine hydrochloride (Domosedan) and 0.02 mg/
kg i.v. butorphanol tartrate (Torbugesic); the perineum
was thoroughly cleansed before the procedure was
carried out.

The ultrasound-guided follicular puncture was per-
formed using an ultrasound scanner (Honda Electronics
HS-1500 VET) equipped with a 9 MHz convex
transvaginal transducer (HCV 3710MV). The trans-
ducer was introduced into the vagina and placed next to
the side of the vaginal fornix ipsilateral to the ovary
containing the target follicle. A 5-cm-long 22-gauge
needle was fitted to the end of the ultrasound probe and
was connected via a silicone tube to a l-ml syringe
containing the treatment or the placebo solution. Once
the syringe and needle were adjusted to the silicone tube,
the 0.5 ml solution was aspirated directly from the
needle, so the air flow generated by the syringe pushed
the whole solution volume into the follicle. During the
ultrasound-guided follicle puncture, the needle was
introduced into the follicle antrum while the ovary
was manually held per rectum. Care was taken to avoid
any excessive movement of the ovary during the follicle
puncture so that the wall was minimally damaged. No
antibiotic or other prophylactic treatment was admin-
istered to any mares following the follicle puncture. No
mare showed signs of peritonitis during the study.
Mares were scanned transrectally just before and 15 min
after follicle injection to measure the follicle diameter
and to assess any fluid loss caused by it.

Thereafter, blood samples were taken at Hours 0, 12,
24, 48, 72 and daily until follicle collapse. Blood was
collected from the jugular vein into heparinized tubes,
and samples were immediately placed in ice. The
samples were centrifuged (2000 x g for 10 min), and
the plasma was decanted and stored at —20°C until it
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was assayed. A final ultrasound examination and blood
sample were taken 9 days (216 h) after follicle collapse
to evaluate the function and morphology of the CL.

Hormonal assays

The blood samples were assayed for LH, oestradiol,
total oestrogens and progesterone concentrations. The
progesterone concentration was determined at 24, 48
and 72 h after follicle puncture and 9 days after follicle
collapse. The LH, oestradiol and total oestrogen con-
centrations were determined at Hour 0, 12, 24, 48 and 72
(Hour 0 = hour of follicle puncture). The LH concen-
tration was determined using a commercial equine solid-
phase enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
test kit with a monoclonal antibody against equine LH
(Endocrine Technologies, INC., Newark, California).
The intra-assay coefficient of variability (CV) was
14.3%, and the sensitivity was 0.43 ng/ml. The proges-
terone and oestradiol plasma concentrations were
assayed using a competitive solid-phase ELISA (DRG
Instruments, GmbH, Marburg, Germany). These ster-
oid hormones were determined without extraction from
plasma. The sensitivity was 0.02 ng/ml for progesterone
and 1.4 pg/ml for oestradiol, and the intra-assay CVs
were 3.9% and 8.5%, respectively. The concentration of
total plasma oestrogens was assayed by radioimmunoas-
say in an external laboratory (Bet Labs, Bet Pharm plc,
by R.H. Douglas): the intra-assay CV was 8.2%, and
the sensitivity was 20 pg/ml.

Statistical analyses

All data were tested for normality using the Anderson-
Darling test. Non-normally distributed data were
ranked and computed using the SYSTAT 13 statistical
software (SYSTAT Software Inc. Chicago IL). Sequen-
tial data (LH, oestradiol, total oestrogens and proges-
terone concentrations) were analysed using a general
linear mixed model of variance with a repeated state-
ment to account for autocorrelation between sequential

observations. If a group, day or group-by-day interaction
effect was found, the data were further tested using an
unpaired Student’s within each hour, whereas a differ-
ence between hours within a group was examined using
a paired Student’s ¢-test. The statistical probability was
considered significant when p < 0.05 and considered to
approach significance when p was >0.05 and <0.1. Data
are reported as the mean =+ the standard error of the
mean (SEM), unless otherwise stated. The difference
between groups in the mean interval between intrafol-
licular injection to follicle collapse and dioestrous length
were tested using an unpaired z-test.

Results

The mean interval from intrafollicular injection (Hour
0) to follicle collapse was shorter (p < 0.01; Table 1) in
treated (20 = 5.9 h) than in control cycles
(72 £ 10.7 h). Four mares in their treatment cycles (4
of 6) showed follicle collapse within 12 h of prostaglan-
din treatment (Fig. 1), and follicle collapse occurred in
the remaining two mares at Hours 24 and 48, respec-
tively. During the control cycles, no mare showed
follicle collapse within 12 h of follicle puncture (0 of 6);
3 mares showed follicle collapse at Hour 48 and the
remaining 3 at Hour 96 (Fig. 2). One mare in its control
cycle showed a follicle filled with clotted blood after the
puncture; the follicle did not show signs of luteinization,
and it grew until follicle collapse (Hour 96). The
reduction in diameter 15 min after follicle puncture
was 3.3 £ 1.2 mm and 3.6 + 2.4 mm in the treatment
and control cycles, respectively (p > 0.1).

There was no difference in the mean concentrations of
total oestrogens and oestradiol between the treatment
and control groups (p > 0.1; Fig. 3). Similarly, there
was no difference in the mean LH concentration profile
between groups (p > 0.1; Fig. 4). However, a significant
(p = 0.03) time effect on LH concentration was
observed between 24 and 48 h, in the treatment group;
in the control group, this effect approached significance
(p = 0.08). The individual LH profiles for the 4 mares

Table 1. Follicle characteristics and events in treatment and control mares

Time of intrafollicular injection

Follicle diameter (mm)

Interval from

follicle injection Dioestrous CL diameter

Group Pre-injection Post-injection Day of cycle (days) to ovulation (h) length (days) at Day 9 (mm)
Control (n = 6) 337+ 1.2 30.1 + 1.4 182+ 1.3 72 +10.7° 15.5 + 0.9* 249 + 1.3
Treatment (n = 6) 332+ 1.0 30.2 £+ 2.0 18.5 + 0.6 20 £+ 5.9° 183 + 1.2° 243 + 1.5

Within column, different letters indicate a significant difference in the interval from follicle injection to ovulation (p < 0.05) and dioestrous length between groups

(p <0.01).

The follicular puncture was performed when the follicle first reached a diameter of > 30 mm (30 to 35 mm) and showed endometrial oedema (Hour 0). The Day of the
cycle on which intrafollicular puncture was performed was calculated in base of the previous Day of ovulation (Day of ovulation = Day 0 of the cycle).

The length of dioestrus was calculated from the day of follicle collapse to the first day of the following oestrus in which endometrial oedema was detected.
Control: Intrafollicular injection of 0.5 ml of placebo solution (water for injection).

Treatment: Intrafollicular injection of 0.5 ml of prostaglandin solution (500 pg PGE2 and 125 pg PGF2o).
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Fig. 1. Representative B-mode
ultrasonograms of the
preovulatory follicle in a mare
during its treatment cycle before
(0 h PRE) and 15 min after follicle
puncture (0 h POST). Follicle
collapse occurred 12 h after
intrafollicular administration of
PGE2 and PGF2a. Note the
mature corpus luteum 9 days after
follicle collapse (Day 9)

that responded to intrafollicular PGs administration
with follicle collapse within 12 h of treatment are shown
in Fig. 5. All (n = 3) but one, individual profiles showed
a gradual increase in the LH concentration from Hour 0
to Hour 72 (the peak concentration). The remaining
mare (Mare 4) showed the LH peak concentration at
Hour 48, after which decreased (Hour 72).

The group had no effect on progesterone concentra-
tion (p > 0.1; Fig. 6). However, the time effect
(p = 0.06) and the hour-by-group interaction (p = 0.08)
approached significance. The progesterone concentra-
tion increased more between 48 and 72 h after PGs
administration in treatment compared to the control
cycles (p < 0.05). However, the progesterone concen-
tration 9 days after follicle collapse was not different
between groups (p > 0.1; Fig. 6). Mares in both groups
developed a morphologically normal CL as shown by
ultrasound. When normalized to the time of follicle
collapse (Hour 0), the progesterone concentration at
Hour 12, 36 and 60 was 0.75 £+ 0.2, 0.74 + 0.3 and
1.1 & 0.1 ng/ml, respectively, for the 4 mares that
showed follicle collapse within 12 h of intrafollicular
prostaglandin administration (n = 4), and did not differ
between these time points (p > 0.1). The progesterone
concentration in the rest of the treatment (n = 2) and
control cycles (n = 6) could not be normalized to the
time of follicle collapse because blood samples were not
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available beyond 72 h (in treated mares) or 96 h (in
control mares) after follicle puncture. The dioestrous
length was longer (p < 0.05) following prostaglandin-
induced follicle collapse (18.3 £+ 1.2 days) than after
spontaneous (control cycle) follicle collapse (15.5 4+ 0.9
day).

Discussion

The hypothesis that intrafollicular administration of
PGE2 and PGF2ux to mares in early to mid-oestrus
without the simultaneous treatment with an inductor of
ovulation would induce follicle collapse was supported
by the results of this study, as the majority of treated
mares (4 of 6) had follicle collapse within 12 h of
treatment. The PGE2 and PGF2« treatment used in this
experimental protocol was based on a recent study in
which 100% of mares treated with a prostaglandin
inhibitor ovulated after intrafollicular injection of this
solution (Martinez-Bovi and Cuervo-Arango 2016). The
protocol described in this current study seemed to
induce follicle collapse in mares before it would have
been expected according to the LH ovulatory surge.
During the physiological LH periovulatory surge of
mares, the peak concentration occurs 1 day after
spontancous or hCG-induced ovulation (Ginther et al.
2008). In contrast, 3 of 4 mares that responded to
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intrafollicular prostaglandin administration with follicle
collapse within 12 h of treatment showed increasing
concentrations of LH, at least until Hour 72 (the last
day of blood sampling). Thus, pointing towards an
obligatory role of prostaglandins in the cascade of
events that lead to follicle wall digestion and rupture.
Following follicle collapse, LH continued to increase
gradually in both treatment and control cycles. This
finding indicates that the follicle collapse induced by the
prostaglandin treatment did not block subsequent LH
release. Furthermore, the intrafollicular treatment of

Fig. 2. Representative B-mode
ultrasonograms of the
preovulatory follicle in a mare
during its control cycle before (0 h
PRE) and 15 min after follicle
puncture (0 h POST) showing the
follicle at 48 and 72 h after
puncture. Follicle collapse
occurred between 72 and 96 h after
intrafollicular administration of
the placebo solution

PGs was administered on average on Day 18 of the
cycle, and the mean interovulatory interval in these
mares was 19 days (they showed follicle collapse a mean
of 20 = 5.9 h after follicle puncture). This is shorter
than the reported (22.9 days) physiological interovula-
tory interval for the mare (Jacob et al. 2009), which
confirms the hypothesis that intrafollicular PGs can
hasten follicle collapse even during a non-physiological
hormonal milieu (i.e. early stages of the final part of the
LH ovulatory surge). Although the mares of the present
study have had exposure to some LH (the LH

© 2016 Blackwell Verlag GmbH
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Fig. 3. Mean plasma total oestrogens and oestradiol concentrations
+ standard error mean (SEM) in treated and control mares after
intrafollicular injection (Hour 0). The probabilities for the main effects
of group (G) and hour (H) and the group-by-hour interaction (GH)
are shown. Control: intrafollicular injection of 0.5 ml of placebo
solution (water for injection); Treatment: intrafollicular injection of
0.5 ml of prostaglandin solution (500 pg PGE2 and 125 pg PGF2ux)
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Fig. 4. Mean plasma luteinising hormone (LH) concentration + SEM
in treated and control mares after intrafollicular injection (Hour 0).
The probabilities for the main effects of group (G) and hour (H) and
the group-by-hour interaction (GH) are shown. A significant difference
(p = 0.03) or a tendency (p = 0.08) in the LH concentration between
24 and 48 h is indicated within the treatment (*) and control (#)
groups, respectively. Control: intrafollicular injection of 0.5 ml of
placebo solution (water for injection); Treatment: intrafollicular
injection of 0.5 ml of prostaglandins solution (500 pg PGE2 and
125 pg PGF2x)

concentration was already increasing at the time of
treatment), it does not necessarily mean that the LH
exposure was critical for PGs-induced follicle collapse.
In that line, a previous study in rats treated with
Nembutal to block the LH ovulatory surge showed
successful ovulation in 81% of treated animals after
systemic administration of 1.5 mg of PGE2 per rat
(Tsafriri et al. 1972).
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Fig. 6. Mean plasma progesterone concentration + SEM in treatment
and control mares after intrafollicular injection (Hour 0) and 216 h (9
d) after follicle collapse. Probabilities for the main effects of group (G)
and hour (H) and the group-by-hour interaction (GH) are shown.
Lowercase letters (a, b) indicate a difference in the progesterone
concentration (p < 0.05) between 48 and 72 h in the treatment group.
No differences were observed in the control group; and no differences
in progesterone concentration were observed between groups 216 h
after follicle collapse (p > 0.1). Control: intrafollicular injection of
0.5 ml of placebo solution (water for injection); Treatment: intrafol-
licular injection of 0.5 ml of prostaglandins solution (500 pg PGE2
and 125 pg PGF2a)

This study did not include a negative control group in
which mares were not punctured in the follicle. It is
possible that the follicle puncture in control mares to
administer the vehicle might have induced some inflam-
mation and earlier production of endogenous prostaglan-
dins. Three of six control mares ovulated within 48 h of
treatment, which is an interval relatively short, considering
that the follicle puncture was performed at small follicle
diameters of 30-35 mm. Nonetheless, this hypothesis if
true, would further confirm the obligatory role of
prostaglandins in the process of follicle wall rupture.

Intrafollicular injection of PGs did not affect the total
oestrogens and oestradiol concentrations in plasma, and
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the mean plasma levels observed were in agreement with
previous studies carried out during the oestrous cycle in
mares (Palmer and Terqui 1977; Meinecke et al. 1987).
It is interesting to note that the early follicle collapse of
treated mares did not interfere with the granulosa
production of oestradiol, despite the complete evacua-
tion of follicular fluid and folding of the follicle wall, as
the oestradiol and oestrogens profiles were not different
between the control and treatment groups.

The principal hormone that stimulates progesterone
production by the CL is LH (Niswender and Nett 1988).
The beginning of the increase in progesterone production is
defined as the first day that the plasma progesterone
concentration is over 1 ng/ml, 24 h after ovulation
(Hinrichs et al. 1991). A previous study, in which the exact
time of ovulation was detected with high accuracy (i.c.
ultrasound examinations took place every 30 min until the
detection of ovulation), showed that the first significant
increase in progesterone concentration occurred between
12 and 24 h (0.5 vs 1.1 ng/ml) after the end of complete
follicle evacuation, continued between 24 and 36 h (1.1 vs
2.6 ng/ml) and gradually increased until 96 h after ovula-
tion (13.8 ng/ml) (Townson et al. 1989). In the present
study, the progesterone concentrations in the 4 mares that
responded to the intrafollicular prostaglandin treatment
remained below 1 and 2 ng/ml within 36 and 60 h of
follicle collapse, respectively. The fact that these mares
showed follicle collapse before the final part of the LH
surge might explain the slower increase in progesterone
secretion by the new CL compared with previously
reported data (Townson et al. 1989). Likewise, the slower
increase in progesterone secretion during the first days of
CL development could explain the greater duration of
dioestrus in the treatment group. However, the more
mature corpora lutea in treated mares appeared to recover
their full progesterone secretion capacity, because the
progesterone concentration in treated mares was similar to
that of control mares 9 days after follicle collapse.

One study on follicular fluid aspiration in mares
showed luteinization (a progesterone concentration over
2 ng/ml) 4 to 5 days after follicular puncture when the
follicle diameter reached 30-35 mm, compared with
control mares which were not aspirated (Hinrichs et al.
1991). In agreement with this, in our study, the onset of
progesterone secretion was earlier in treated mares
compared with controls.

The fact that the intrafollicular injection of PGs was
able to induce follicle collapse in the majority of mares
does not imply that the oocyte was released successfully
into the oviduct and that it could be fertilized. It seems
unlikely; however, that a successful fertilization was
possible, as the hormonal milieu (LH, oestradiol and
progesterone) in the mares that responded with follicle
collapse within 12 h of treatment was not different to
that of controls, which ovulated on average 2.5 days
later. Further fertility studies using a greater number of
mares and semen with different longevity deposited into
the uterus around the time of intrafollicular treatment
with PGs are needed to elucidate the fertilization
potential in mares treated with intrafollicular PGs.

In conclusion, intrafollicular administration of 500 pg
of PGE2 and 125 pg of in mares with follicle diameters
of 30-35 mm induced follicle wall rupture and collapse
within 12 h of treatment in the majority of mares, but
treatment with these prostaglandins did not alter the LH
and oestrogens profile. In the 4 treated mares that
responded to prostaglandin administration within 12 h,
the circulating levels of progesterone remained low
(below 1.2 ng/ml) for the first 60 h following follicle
collapse. Nevertheless, the morphology and function of
the CL in mares treated with intrafollicular prostaglan-
dins 9 days after follicle collapse were not different from
that of control mares.
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