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ABSTRACT.- Fonseca V.U., Papa P.C. & Campos D.B. 2012. [Potential involvement of adi-
nopectin and its receptors in the modulation of steroidogenesis in corpus luteum
of bitches during diestrus.] Potencial envolvimento da adiponectina e seus receptores
na modulagdo da esteroidogénese em corpo liteo de cadelas ao longo do diestro. Pesqui-
sa Veterindria Brasileira 32(10):1055-1060. Setor de Anatomia, Departamento de Cirurgia,
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Av. Prof. Dr.
Orlando Marques Paiva 87, SP 05508-270, Brazil. E-mail: uemura@usp.br

In the estrous cycle of bitches, the luteal phase or diestrus includes a period ranging
from 60 to 100 days in non-pregnant animals, characterized by elevated serum progestero-
ne during the first 20 days post-ovulation (p.o). Adiponectin is the most abundant protein
secreted by adipose tissue, but plasma concentration decreases significantly in metabolic
disorders like insulin resistance and diabetes mellitus type 2, described as related changes
in some bitches in diestrus. The aim of this study was to determine the expression and
immunolocalization of the adiponectin system (adiponectin, and adipoR1 adipoR2) in the
corpus luteum during diestrus, and correlate it to hormonal profile of 17(-estradiol and
progesterone, as well as the expression of a gene target of the system, the PPAR-y. For the
study, corpora lutea were collected from 28 dogs during ovariosalpingohysterectomy on
days 10, 20, 30, 40, 50, 60 and 70 post ovulation (day zero of ovulation was considered
the day when the plasma progesterone concentration reached 5ng/mL). The corpora lu-
tea were evaluated by immunohistochemistry for adiponectin, adipoR1 and adipoR2 and
mRNA expression of PPAR-y by real-time PCR. Statistical analysis of gene expression was
performed with ANOVA followed by Newman-Keuls multiple comparisons. Adiponectin
positive signal was stronger during the first 20 days p.o, time of the regency of progestero-
ne; there was a gradual adiponectin and progesterone decline after this period, coinciding
with the rise of 173-estradiol, whose peak was near the 40 days p.o. The markedly adipo-
nectin decrease occurred after 50 days p.o. The signal of adipoR1 was markedly evident at
40 days p.o and that of adipoR2 up to 50 days p.o, declining afterwards. We observed higher
expression of PPAR-y gene at 10, 30 and 70 days p.o. These results show that adiponectin
and its receptors protein expression is altered during the diestrus and that these changes
may be related to hormonal changes and expression of PPAR-y, participating in the physio-
logical mechanism of development, maintenance, activity and luteal regression in bitches.
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RESUMO.- No ciclo estral de cadelas a fase luteinica, de-
nominada diestro, compreende um periodo que varia de
60 a 100 dias em animais ndo-prenhes, caracterizado pela
elevacdo plasmatica de progesterona nos primeiros 20 dias
pos ovulacdo (p.o). A adiponectina é a mais abundante pro-
teina secretada pelo tecido adiposo, porém sua concentra-
¢do plasmatica diminui significativamente em alteracdes
metabdlicas como resisténcia insulinica e Diabetes mellitus
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tipo 2, alteragdes descritas como relacionadas em algumas
cadelas com o periodo de diestro. O objetivo do estudo foi
determinar a expressdo e imunolocaliza¢do do sistema
adiponectina (adiponectina e seus receptores, adipoR1 e
adipoR2) no corpo luteo de cadelas ao longo do diestro,
correlacionando-o ao perfil hormonal de 17-estradiol e
progesterona, assim como a expressdo de um dos genes
alvo do sistema, o PPAR-y. Para realizagdo do estudo foram
coletados corpos lateos de 28 cadelas durante ovariosal-
pingohisterectomia de elei¢do nos dias 10, 20, 30, 40, 50, 60
e 70 pés ovulacdo (o dia zero da ovulagdo foi considerado
aquele no qual a concentragdo plasmatica de progestero-
na atingiu 5ng/mL). Os corpos lateos foram avaliados por
imunohistoquimica para adiponectina e seus receptores e
a expressdo do RNAm do PPAR-y por PCR em tempo real. A
analise estatistica da avaliagdo génica foi realizada com o
teste ANOVA, seguido por comparacdo multipla Newman-
-Keuls. O sinal da adiponectina apresentou-se mais in-
tenso até os primeiros 20 dias p.o, momento de regéncia
da progesterona; houve queda gradativa apés este periodo,
coincidindo com a ascensdo do 17-estradiol, cujo pico foi
notado préximo do dia 40 p.o. A queda marcante da adi-
ponectina ocorreu apés 50 dias p.o. O sinal do adipoR1
mostrou-se bem evidente até os 40 dias p.o e o do adipoR2
até os 50 dias p. o, decaindo posteriormente. Foi observada
maior expressao do gene PPAR-y aos 10, 30 e 70 dias p.o.
Estes resultados mostram que a expressado protéica da adi-
ponectina e de seus receptores se altera ao longo do diestro
e que estas alteracdes podem estar relacionados as altera-
¢Oes hormonais e expressio do PPAR- y, participando do
mecanismo fisiolégico de desenvolvimento, manutengao,
atividade e regressao luteinica em cadelas.

TERMOS DE INDEXACAO: Corpo luiteo, diestro, adiponectina, adi-
poR1, adipoR2 e PPAR-y.

INTRODUCAO

O cdo doméstico (Canis familiaris) é uma espécie monoés-
trica ndo sazonal, de ovulacdo espontanea, cuja atividade
reprodutiva compreende um periodo de pré-estro (13-16
dias), estro (4-12 dias) e diestro (60-100 dias), seguido
de um periodo de anestro que varia de 15 a 165 dias (Sta-
benfeldt & Shille 1977). A produgdo de progesterona (P,)
de origem folicular se inicia no final do pré-estro antes da
ovulagio, atingindo niveis plasmaticos periféricos de apro-
ximadamente 5 ng/mL no momento da ovulagdo (Concan-
non et al. 1989). A formagdo do corpo lateo (CL) é indica-
da por um aumento continuo dos niveis de progesterona
periférica, que em geral atingem valores maximos duran-
te os primeiros 20 dias de diestro. Este periodo é seguido
por um declinio continuo de progesterona para niveis de
<1 ng/ml (Concannon et al. 1993). Neste contexto, o corpo
liteo é uma glandula enddcrina temporaria, que passa por
um processo de desenvolvimento, manutencdo e regressao,
atingindo atividade secretoria plena quando sua formacgao
esta completa (Stouffer et al. 2006).

A adiponectina é a mais abundante proteina secreta-
da pelo tecido adiposo (também conhecida como Acrp30,
AdipoQ, GBP28 e AMP1) (Berg et al. 2002), porém sua con-
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centracdo plasmatica diminui significativamente em altera-
¢des metabodlicas como obesidade e Diabetes mellitus tipo
2, sugerindo que a adiponectina circulante esteja relaciona-
da com o estabelecimento da resisténcia insulinica (Weyer
etal. 2001, Yaturu et al. 2006, Kadowaki & Yamauchi 2005,
Ishioka et al. 2006), alteragdes descritas como relacionadas
em algumas cadelas com o periodo de diestro (Feldman &
Nelson 2004). Os efeitos metabodlicos da adiponectina sido
diversos, atua como promotora do aumento da oxidagao li-
pidica no musculo esquelético (Fruebis et al. 2001, Yamau-
chietal.2001), naredugdo da producao de glicose hepatica
(Berg et al. 2001, Combs et al. 2001) e aumento na sensibi-
lidade insulinica (Kadowaki & Yamauchi, 2005).

Os receptores de adiponectina 1 e 2 (AdipoR1 e Adi-
poR2) foram identificados em diferentes espécies, incluin-
do seres humanos, roedores (Yamauchi et al. 2003), suinos
(Lord et al. 2005) e galinhas (Ramachandran et al. 2006).
Em humanos e camundongos o AdipoR1 é expresso predo-
minantemente no musculo esquelético e 0o AdipoR2 no teci-
do hepatico (Yamauchi et al. 2003). Nos suinos, o RNAm do
AdipoR1 é mais abundante nos musculos esqueléticos, te-
cidos adiposos subcutaneo e visceral, enquanto o RNAm do
AdipoR2 foi identificado principalmente no figado, coracao,
musculo esquelético e tecidos adiposos subcutaneo e visce-
ral (Lord et al. 2004). AdipoR1 é descrito como sendo liga-
do principalmente a ativagdo de vias AMPK que regulam a
inibicdo da gliconeogénese, juntamente com o aumento da
oxidacdo dos acidos graxos, enquanto o AdipoR2 estd mais
envolvido na ativagao das vias PPAR (peroxissome proli-
ferator activated receptor) que estimulam a dissipagio de
energia através do aumento da oxida¢io de acidos graxos,
inibe o estresse oxidativo e inflamacgédo (Capeau 2007).

Os efeitos da adiponectina nos tecidos reprodutivos sio
estudados por diversos grupos de pesquisa que demons-
traram, por exemplo, que a molécula pode estar envolvida
negativamente na esteroidogénese em pacientes huma-
nos com sindrome do ovario policistico (SOPC), condi¢cdo
marcada pela hipoadiponectinemia, hiperandrogenismo,
resisténcia a insulina e anomalias vasculares ovarianas
(Panidis et al. 2003, Ardawi & Rouzi 2005, Campos et al.
2007). Recentemente, foram localizadas, através da imuno-
histoquimica, a presenca de adiponectina e seus receptores
adipoR1 e adipoR2 nas células da teca, corpo luteo, odcito
e com menor intensidade nas células da granulosa de ra-
tos (Chabrolle et al. 2007). As vias metabolicas no corpo
luteo podem influenciar diretamente a produgdo hormonal
e contribuir para o estado de resisténcia insulinica obser-
vado durante o diestro (Papa etal., 2011).

O presente estudo foi delineado para determinar a ex-
pressdo e imunolocalizagdo do sistema adiponectina (adi-
ponectina, adipoR1 e adipoR2) ao longo do diestro no CL
das cadelas, correlacionando-o ao perfil hormonal de es-
tradiol e progesterona, assim como a expressdo de um dos
genes alvo do sistema, o PPAR-y.

MATERIAL E METODOS
Foram utilizados corpos liteos coletados durante campanha de
castracdo de 28 cadelas de diferentes idades e sem padrao racial
definido divididas em grupos ovariosalpingohisterectomizados
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aos 10 (n=3), 20 (n=4), 30 (n=4), 40 (n=5), 50 (n=4), 60 (n=3) e
70 (n=5) dias apds a ovulagdo. O projeto foi executado sob apro-
vacdo do comité de Bioética da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia da Universidade de S3o Paulo (nimero de processo
1432/2008). O acompanhamento das cadelas a serem ovariohis-
terectomizadas ocorreu a partir do surgimento de sinais de pro-
estro, como edema vulvar e secre¢do vaginal sanguinolenta. Com
o surgimento de tais sinais foram iniciadas as coletas de sangue,
feitas em dias alternados. A partir desse material foram realiza-
das dosagens de progesterona e 17f-estradiol séricos por meio
do radioimunoensaio (DSL-3400, Genese, EUA) a fim de detectar
a data de ovulagdo de cada animal e programar as cirurgias para a
obtenc¢do dos corpos luteos ao longo do diestro.

Os tecidos coletados foram fixados em formol tamponado 4%
durante 24 horas, seguido da fase de inclusao, onde os tecidos fo-
ram desidratados em concentragdes crescentes de alcoois, diafa-
nizados em xiléis e incluidos em parafina. Os cortes de aproxima-
damente 5um foram obtidos em micrétomo (Leica Microsystems
RM2235), sendo fixados em laminas silanizadas. Durante o proce-
dimento de imunolocalizag¢do as laminas foram desparafinizadas
em xilol, os cortes re-hidratados sucessivamente em uma série
decrescente de alcoois, passadas em solucgdo citrato 10mM pH 6,0
a temperatura ambiente e sob fervura para exposi¢do antigénica.
A atividade da peroxidase enddgena foi bloqueada com perdxido
de hidrogénio a 1% em metanol e as ligagdes inespecificas redu-
zidas ap6s incubagido em solugdo de soro de cabra em tampao

r'a o
Fig.1. Adiponectina (A),

fosfato (PBS). Em seguida, os cortes foram incubados overnight a
4°C com anticorpos primarios na dilui¢do 1:200 para adiponecti-
na (ab22554, Abcam), adipoR1 e adipoR2 (H-001-44 e H-001-23,
Phoenix Pharmaceuticals). Apds o periodo de incubag¢do com o
anticorpo primario, as laminas foram lavadas em PBS, e entdo in-
cubadas a temperatura ambiente durante 1 hora, com o segundo
anticorpo biotinilado anti camundongo para adiponectina e anti
coelho para os receptores na diluicdo 1:200 (Abcam). Em seguida,
o sinal foi amplificado com o complexo de peroxidase-estrepto-
vidina-biotina, (ABC-Method; Vectastain-Universal-ELITE-ABC-
-Kit®, Vector Laboratories) e revelado com Nova Red® (Vector
Laboratories).

O RNA total foi isolado de corpos liteos a partir do protocolo
Trizol® (Invitrogen, USA) e o DNA complementar confeccionado
com a Superscript lII® (Invitrogen, USA) apds tratamento com
DNase I, de acordo com os protocolos do fabricante. O PCR em
tempo real foi realizado para quantificar a expressdo do PPAR-y
durante o diestro. O aparelho utilizado foi o ABIPrism® 7500
(Applied Biosystems, Foster, USA). Como controle interno das rea-
coes foi utilizado a amplificacio do gene constitutivo ciclofilina, a
fim de normalizar os resultados obtidos para os genes alvo. As se-
quéncias de primers e sondas usados para ciclofilina sdo de iden-
tificagdo ID Cf03986523 -gH (Applied Biosystems, Foster, USA),
PPAR-y sense 5°-GGC CCT GGC AAA ACA TTT G -3/, anti-sense 5'-
TCG CTC TCG CCT TTG CTT T -3” e sonda 5-ATG ACT CAT ACA
TAA AGT CCT TCC CGC -3". As reagdes foram realizadas utilizando

ety A =L NN PR

AdipoR1 (R1) e AdipoR2 (R2) no corpo liiteo de cadelas com 20

(A-1, R1-1 e R2-1), 40 (A-II, R1-1I e R2-1I) e 60 (A-III, R1-III e R2-II1 ) dias apds a ovu-
lagdo. Imagens no canto superior direito correspondem aos controles negativos sem
a utilizacdo de anticorpos primarios. As setas sem preenchimento correspondem a
marcacgao citoplasmatica e as setas preenchidas a marcagdo nuclear. Barras = 25um.
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o sistema TagMan® (Applied Biosystems, Foster, USA), conduzi-
das em duplicatas para cada amostra e a quantifica¢do relativa
de PPAR-y foi feita normalizando-se os sinais desses genes com
o sinal da ciclofilina, através do programa LinRegPCR® versao
7.0 (RAMAKERS et al. 2003), seguido do método matematico de
Pfaffl (PFAFFL et al. 2001) e analise estatistica dos dados. A ana-
lise estatistica da avaliagdo génica foi realizada com o teste ANO-
VA, seguido por compara¢do multipla Newman-Keuls (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, USA), sendo significativo p<0,05.

RESULTADOS

0 sinal da adiponectina foi detectado no corpo luteo, atra-
vés da imunohistoquimica, ao longo do diestro. O sinal
apresenta-se mais forte até os primeiros 20 dias p6s ovu-
lagdo (p.o) (Fig.1A-1). Apés este periodo ha uma queda gra-
dativa do sinal, sendo marcadamente menor apds 50 dias
p.o., persistindo aos 60 e 70 dias p.o (Fig.1A-III). Este sinal
foi observado somente no citoplasma das células luteinicas,
e ndo houve expressdo no compartimento nuclear em ne-
nhum dos periodos estudados. O sinal do receptor adipoR1
no corpo liteo mostra-se intenso até os 40 dias (Fig.1R1-I
e II) apos a ovulacdo; subsequentemente observa-se uma
queda gradativa na expressao de adipoR1. O estudo de
imunolocalizagdo do receptor AdipoR1 evidencia que este
se encontra predominantemente fora do compartimento
nuclear até os 30 dias p.o, entretanto ha marcante inter-
nalizagdo nuclear apo6s 40 dias p.o (Fig.1R1-II). O receptor
adipoR2 é mais expresso no corpo luteo até os 50 dias p.
o, como representado aos 20 e 40 dias p.o (Fig.1R2-I e II),
decaindo o sinal positivo posteriormente. Durante os 30
primeiros dias p.o, o receptor AdipoR2 aparece internaliza-
do no compartimento nuclear, com significativa reducao de
expressao neste compartimento aos 40 e 50 p.o (Fig.1R2-
-II), e internaliza¢do novamente aos 60 dias p.o (Fig.1R2-
-11D).

A adiponectina acompanha a expressio citoplasmatica
de seus receptores nas fases iniciais do diestro, momento
de formacdo do corpo liteo e ascensido nos niveis séricos
de progesterona (figura 2). Foi observado que ha cres-
cente nivel de 17B-estradiol sérico a partir do dia 25 p.o,,
momento de menor expressdo da adiponectina, com pico
no dia 45 p.o., coincidindo com a menor compartimentali-
zacdo nuclear do adipoR2, e posterior redugdo dos niveis
séricos de 17f3-estradiol sérico.
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Fig.2. Andlise do perfil de progesterona e estradiol durante o di-
estro de cadelas.
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Expresséorelativa do gene PPAR-g

Dias pés ovulagéo
Fig.3. Quantificacdo da expressdo do PPAR-y em relacdo ao gene
controle ciclofilina (média # desvio padrdo, n = 4 por grupo)
no corpo luteo ao longo do diestro.

A andlise da expressdo relativa do RNAm de PPAR-y
(Fig.3) revelou que houve queda significativa (p<0,05) aos
20 dias p.o, momento de regéncia da progesterona, em re-
lagdo a 30, 60 e 70 dias p.o. A expressao do gene ¢é signifi-
cativamente maior (p<0,05) aos 60 dias p.o em relagido aos
20 dias p.o. e observa-se também significativo aumento de
expressdo ap6s 70 dias em relagdo aos demais periodos em
estudo.

DISCUSSAO

Este é o primeiro relato da presenca da adiponectina e
seus receptores no corpo luteo (CL) de cadelas, detectada
ao longo do periodo de diestro, sendo marcante o declinio
do sinal aos 50 dias p.o. Efeito semelhante foi observado
na expressdo do VEGF (fator de crescimento vascular en-
dotelial) e seus receptores, Flt-1 e KDR ao longo do diestro
(Mariani et al. 2006). A adiponectina em células da granu-
losa de ovarios suinos induziu maior expressdo génica re-
sultando em sintese de prostaglandinas e do fator de cres-
cimento vascular endotelial (VEGF) (Ledoux et al. 2006).
Chabrolle e colaboradores (2007) observaram uma forte
expressdo da adiponectina no corpo luteo de ratos suge-
rindo que esta molécula esteja envolvida no crescimento
e desenvolvimento luteinico. O presente estudo mostrou
que a adiponectina possui maior expressao citoplasmatica
nos primeiros 20 dias p.o, momento de formac¢do do corpo
liteo canino corroborando com a sugestio de que a adipo-
nectina é uma molécula importante no processo de cresci-
mento e maturacgdo destas células e ainda na produgio de
progesterona. Os dados apresentados (Fig.1) demonstram
que o sistema adiponectina (adiponectina e receptores)
possivelmente esteja correlacionado com o processo es-
tereoidogénico nas células luteinicas (Fig.2). Além disso,
a adiponectina acompanha a expressio citoplasmatica de
seus receptores nas fases iniciais do diestro, momento no
qual ocorre a ascensdo dos niveis séricos de progesterona,
e decréscimo significativo na fase final, momento de re-
gressdo e dominio estrogénico.

A adiponectina exerce sua a¢do por ligar-se em dois re-
ceptores especificos, adipoR1 e adipoR2. Estes receptores
sdo essenciais para a sinalizagao da adiponectina via AMPK
(proteina quinase ativada por adenosina monofosfato),
MAPK (proteinas-quinases ativadas por mitégenos) e PPAR
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(Yamauchi et al. 2003). A adiponectina ativa a AMPK em va-
rios tipos celulares (Huypens et al. 2005, Yoon et al. 2006),
e participa do aumento de captacdo de glicose (Fujii et al.
2006, Ju et al. 2007) com papel importante na maturacdo
de odcitos de camundongos (Downs et al. 2002, Chen et al.
2006). Em células da granulosa de humanos, o adipoR1 pa-
rece estar envolvido com a sobrevivéncia celular, enquan-
to que o adipoR2, através da ativagio MAPK ERK1/2, pode
modular a produgdo esteroidogénica na presenca de FSH e
IGF-1 (Pierre et al. 2009). Em células da granulosa de rato a
adiponectina aumenta a produgio de progesterona e estra-
diol induzida por IGF-1, ap6s fosforilagdo de MAPK (ERK1/2
e p38) e via Akt (Chabrolle et al. 2007). A imunolocalizacdo
dos receptores mostrou a presenca dos receptores adipoR1
e adipoR2 internalizados no nucleo, sobre a carioteca ou em
sintese em reticulos endoplasmaticos rugosos adjacentes
ao compartimento nuclear. A sugestdo de que os receptores
possam estar compartimentalizados em sitio nuclear nédo
foi até o momento descrito, pois sdo descritos apenas como
tendo dominios transmembranicos (Buechler et al. 2010),
sem atuacdo direta sobre o nucleo celular. Entretanto, este
pode ser um mecanismo celular de poupar energia, visto
que a compartimentalizacdo nuclear evitaria a renovacdo
destes receptores e destruicdo por via enzimatica em cito-
plasma. A menor internalizacdo nuclear do AdipoR1, sendo
este ligado principalmente as vias AMPK (Capeau 2007),
coincide com a fase de crescimento e desenvolvimento do
corpo lateo até 20 dias p.o, sendo que no momento em que
o corpo luteo esta maduro e entra na fase de regressao ha
maior internalizacdo nuclear deste receptor. Ja o AdipoR2
comporta-se de maneira distinta quanto a compartimen-
talizacdo nuclear, sendo menor sua internalizagcdo aos 40
p.o, momento de predominio do estradiol. Neste contexto,
sugere-se que o AdipoR2 esteja envolvido com a modulacdo
esteroidogénica que ocorre nesta fase luteinica.

O PPAR-y regula genes envolvidos com diferenciagao
de adipécitos, armazenamento e mobilizacdo de lipideos,
metabolismo da glicose, atividade da lipoproteina lipase
e expressdo de adipocinas (Spiegelman, 1998). A maior
expressao do gene PPAR-y aos 10 dias p.o (Fig.3) em rela-
¢do aos 20 dias p.o, momento de pico de progesterona no
diestro, coincide com o momento de ascensio da producio
deste hormonio neste estudo, como ocorreu quando as cé-
lulas luteinicas foram tratadas in vitro com um ligante do
PPAR-y (Keller et al. 1995). Houve maior expressao deste
gene aos 30 dias p.o coincidindo com momento de crescen-
te sintese de estradiol e menor compartimentalizacdo do
adipoR2 no nucleo, em relacdo ao dia 20 p.o. Estudo prévio
demonstrou que o AdipoR2 esta mais envolvido na ativa-
¢do das vias PPAR, dentre os diversos efeitos que surgem
desta intera¢do, ha maior inibicdo do estresse oxidativo e
inflamacdo (Capeau 2007). Desta forma, sugere-se que o
adipoR2 e o PPAR-y estejam correlacionados e modulem a
sintese de progesterona e estradiol ao longo do diestro, e
que sua atividade antioxidante auxilie na manutencio das
células luteinicas neste processo de intensa atividade este-
roidogénica.

No processo de regressdo do CL sinais caracteristicos de
degeneracdo foram observados no dia 60, quando os ntcle-

os se tornaram picnoéticos, poligonais e apresentaram inicio
da condensacdo de cromatina e grandes goticulas lipidicas
em torno do reticulo endoplasmatico liso. Sinais de apop-
tose ap6s o dia 65 foram observados também pelo método
de TUNEL e caspase 3 (Sonnack et al. 2003). O significativo
aumento na expressio do PPAR-y que observamos apds 70
dias, pode estar relacionado com este processo de apopto-
se celular e regressdo do CL. A maior expressao e ativagio
do PPAR-y ja foi descrita como indutora de apoptose em
diferentes tipos celulares (Takahashi et al. 1999, Harris &
Phipps 2001).

CONCLUSAO
Conclui-se que a expressido protéica da adiponectina e seus
receptores se altera ao longo do diestro e que estas altera-
¢bes podem estar relacionados as alteracdes hormonais e
expressao do PPAR-y participando do mecanismo fisiol6gi-
co de desenvolvimento, manutengao, atividade e regressao
luteinica em cadelas.
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