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BOETA ACOSTA ANA MYRIAM. Estudio sobre mortalidad embrionaria por
regresion prematura de las copas endometriales en yeguas utilizadas para Ia
produccion de mulas. Bajo la direccién de PhD. Luis Zarco Q.

RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue comparar la incidencia de mortalidad embrionaria y
aborto en yeguas servidas con caballo y yeguas servidas con burro. Ademads, mediante cl
seguimiento ultrasonografico y hormonal (¢CG y progesterona) se traté de determinar las
posibles causas de la muerte del producto , evaluando especialmente el papel de la regresién
prematura de las copas endometriales. En la primera parte del estudio se utilizaron 28 yeguas
servidas con caballo y diagnosticadas como gestantes mediante ultrasonografia entre el dia 20 y
30 de la gestacion. Se realizaron examinaciones ultrasonograficas semanales hasta el dia 150 de
la gestacion, En cada ocasion se midio la vesicula embrionaria y se determiné la viabilidad fetal
(presencia de latido cardiaco, movimicento fetal y/o pulsacién del cordén umbilical del producto).
EEn caso de no encontrar ninguna evidencia de que el feto estuviera vivo se anotd la fecha y los
hallazgos. Ademas, a partir de los 30 dias de gestacion se obtuvieron una vez a la semana
muestras sanguineas para la detecrminacion de progesterona y e¢CG con ¢l objeto de evaluar
respectivamente la funcion de los cuerpos hitecos y de las copas endometriales. En la segunda
parte del experimento se utilizaron 19 yeguas inseminadas con semen de burro y diagnosticadas
como gestantes cntre el dia 18 y 25 de la gestacion. Se realizo el mismo seguimiento
ultrasonogrifico y hormonal descrito para las yeguas servidas con caballo. Tanto los niveles de
progesterona como los de ¢CG fueron significativamente menores en las yeguas servidas con
burro comparadas con las servidas con caballo (p<0.05). Ademas, las concentraciones de ¢CG
regresaron a niveles basales mucho antes (semana 12) en yeguas servidas con burro que en
yeguas servidas con caballo (semana 18). Las bajas concentraciones de ¢CG presentes en las
yeguas servidas con burro no estimularon la funcion litea, por lo que las concentraciones de
progesterona circulante no mostraron el incremento asociado con la elevacion de eCG que ocurri6
a partir de la sexta semana de gestacién en las yeguas con embrion equino. Se comparo ¢l nimero
de muertes embrionarias (antes del dia 40) y abortos (después del dia 40 de gestacion) ocurridas
en los 2 grupos en diferentes ctapas de la gestacion. En el primer grupo, de las 28 yeguas servidas
con caballo, se produjeron 6 pérdidas de la gestacién. Dos de ellas se debieron a deficiencia hitea
primaria, una por deficiencia hitea secundaria (debida a insuficiente produccion de eCG), dos
casos se debicron a luteolisis primaria, y el tltimo caso se debié a una gestacién gemelar. En el
caso de yeguas servidas con burro, se presentaron cuatro abortos por luteolisis primaria y 3 por
muerie fetal primaria, En ¢l presente estudio no se encontraron casos de mortalidad embrionaria
directamente atribuibles a regresion prematura de las copas endometriales en yeguas servidas con
burro.



ESTUDIO SOBRE MORTALIDAD EMBRIONARIA POR REGRESION PREMATURA
DE LAS COPAS ENDOMETRIALES EN YEGUAS UTILIZADAS PARA LA
PRODUCCION DE MULAS.

I. INTRODUCCION

En México las mulas son una fuente importante de trabajo productivo en actividades como la
agricultura, ganaderia, transporie y mineria, Debido a que la mula es un hibrido infértil, su
produccion requiere el cruzamiento entre Equus caballus (caballo doméstico) y Equus asinus
(burro doméstico) (Allen ct al, 1993a). En la practica este cruzamiento inter-especie se realiza
mucho mds frecuentemente entre yeguas y burros que entre caballos y burras. Aunque cxisten
pocos datos al respecto, parcce ser que la cruza usual de yegua con burro resulta en una fertilidad
relativamente baja.

Los niveles de fertilidad en la produccion de mulas son mds bajos comparados con la cruza
normal de caballo con yegua, lo que al parecer no se debe solamente a bajos porcentajes de
concepeion, sino también a un aumento en la incidencia de abortos y mortinatos. En Brasil,
Jorddo et al. (1954) encontré que 259 yeguas nativas cruzadas con burros brasilefios e italianos
tuvieron un porcentaje de concepeion del 36.9%, y el 5.4% de estas gestaciones terminaron en
abortos o ¢n el nacimiento de un producto muerto. En contraste, la fertilidad de yeguas servidas
con caballos en la misma época del afio y en la misma localizacion geografica fue 49.3%. Beltran
(1950) inform6 de un porcentaje de concepeion del 54.6% en yeguas servidas con caballos,
mientras que yeguas servidas con burro fue del 45.1%. Sin embargo, ambos estudios fueron
realizados antes de que se desarrollara la tecnologia de ultrasonido. por lo que era imposible
determinar si las muertes eran debidas a la baja fertilidad o fallas en la concepcion o a mortalidad
embrionaria.

En algunos criaderos mexicanos, menos del 40% de las yeguas utilizadas para la produccion
de mulas paren una cria cada afio, a pesar de mantenerse continuamente con los burros sementales

(M.V.Z. Rubén Vazquez Rocha, Criadero Militar de Ganado No. 2, Santa Gertrudiz, Chihuahua,



comunicacion personal). Esta baja eficiencia reproductiva puede ser una de las causas de que el
inventario nacional de mulas se haya reducido de una poblacion de 3 millones de animalcs en
1980, a 1.5 milloncs en 1990 (Direccion General de Estadistica, Subsecretaria de Planeacion,
Secrctaria de Agricultura y Recursos Hidrdulicos), a pesar de que las mulas contindan jugando un
importante papel en actividades como la agricultura, transporte y mincrfa, que las convicrten cn
animales altamentc cotizados y demandados en el medio rural.

Una posible causa de la baja fertilidad de yeguas servidas con burro es cl rcchazo  prematuro
que ¢l sistema inmunc dc la yegua dirige en contra de las copas endomctrialcs formadas a partir
de células coriénicas del embrion mula (Allen, 1982; Allen et al, 1993a,1993b). Sc ha informado
quc cn yeguas gestantes con un feto de caballo, asi como en burras gestantes con cmbriones de
progenitor caballo, las concentraciones de ¢CG son elevadas (80-200 Ul/ml), mientras que cn
yeguas gestantcs con embriones mula las concentraciones mdximas de eCG son mucho mas bajas
(5-40 Ul/ml) (Allen, 1982). Adcmds, generalmente las concentracioncs de gonadotropina
corionica equina (¢CG) en la circulacién de una yegua gestante con embrién mula disminuyen
varias scmanas antes de lo que normalmentc ocurre en ycguas cuyo producto cs de caballo (Allen
1984).

La falta de soportc gonadotrpico provocado por una insuficientc produccion de ¢cCG o un
cesc prematuro en la produccion de csta hormona podria resultar en la regresion prematura de los
cuerpos litcos, con cl consiguicnte descenso cn las concentraciones de progestcrona, lo que
podria resultar ¢n la pérdida de la gestacion.

Aunque sc han hecho estudios muy detallados sobre los mecanismos inmuncs que causan la
regresion prematura de las copas endometriales cn yeguas con cmbrion mula (Allen, 1984),
dichos estudios se han realizado en un nimero muy pequefio de animalces, por lo que no sc conoce
cual es la incidencia dc éstc fenémeno. Por lo tanto tampoco sc sabe si la regresion prematura de
las copas cndomctrialcs cs una causa importantc dc mortalidad embrionaria quc repercuta
ncgativamentc en la cficicneia reproductiva de las yeguas dedicadas a la produccion de mulas.

Antcs dc pensar cn ¢l desarrollo de tratamientos para prevenir la muertc embrionaria por



regresion prematura de las copas endometriales es necesario conocer la importancia real del
problema, y en que etapas de la gestacion sc presenta. El objetivo del presente trabajo es
comparar la incidencia de mortalidad embrionaria debida a regresion prematura de las copas
endometriales en yeguas servidas con burro y en yeguas servidas con caballo. Para ello, se
compard la incidencia de regresion prematura de las copas endometriales en yeguas servidas con
burro y en yeguas servidas con caballo, mediante determinaciones seriadas de ¢CG. Ademas se
realizaron determinaciones seriadas de progesterona plasmatica para evaluar si la regresion
prematura de las copas endometriales estd asociada a una pérdida prematura de la funcién lutea,
Asimismo, sc realizaron evaluaciones ultrasonogrificas semanales para establccer si la regresion
prematura de las copas endometriales resulta en muerte embrionaria, Finalmente, se comparé la
incidencia de muerte embrionaria debida a regresion prematura de las copas cndometriales en
yeguas servidas con burro y yeguas servidas con caballo y se intentd establecer otras posibles

causas de muerte embrionaria o fetal.



II. REVISION DE LA LITERATURA

2.1 Evaluacién ultrasonogrdfica de la gestacion equina

En la yegua la ultrasonografia de tiempo real no solamente permite diagnosticar la
gestacion en etapas muy tempranas, sino que conociendo las caracteristicas morfologicas del
embrién s¢ puede determinar la edad de la gestacion con un margen de error muy pequefio
(Ginther, 1986). También es posible identificar cambios en el aspecto de la vesicula embrionaria
muy poco tiempo después de que se produzea la muerte del embridn. Debido a esto, la
ultrasonografia es un instrumento muy til para realizar ¢l seguimicnto de la gestacion en
estudios sobre mortalidad embrionaria.

La vesicula embrionaria puede ser identificada con un transductor lineal de 5 mHz desde
el dia 9 6 10 de la gestacion. En ésta etapa el embrion equino mide alrededor de 10 mm de
diametro, y se mueve constantemente dentro del lumen uterino (Ginther, 1985), llegando a
recorrer ambos cuernos uterinos en toda su longitud 10 0 20 veces al dia (Ginther, 1984).

El Utero de la yegua no gestante secreta prostaglandina F2ec 14 o 15 dias después de la
ovulacion, lo que provoca la regresion del cuerpo luteo (Dacls et al, 1989; Dacls y Hughes,
1993). Para evitar que ésto ocurra, en la yegua gestante el embrion produce una sefial
antiluteolitica entre el dia 14 y el dia 16 postovulacién que bloquea la secrecion de
prostaglandina F2ec (Hershman y Douglas, 1979).

La movilidad del embrién resulta indispensable para que ocurra el reconocimiento de la
gestacion, ya que de esta manera las substancias antiluteoliticas producidas por el embrién hacen
contacto con toda la superficie uterina, bloqueando la sintesis de PGF2e en todo el endometrio
(Allen y Cooper, 1993). Una vez que se ha logrado el reconocimiento materno de la gestacion, la
movilidad del embrion deja de ser necesaria, por lo que alrededor del dia 16 de la gestacion el
embrién es inmovilizado, lo que sc logra tanto por un aumento del tono uterino como por el
mayor tamafio del embrion (Ginther, 1983). La vesicula embrionaria en esta época tiene una

forma esférica casi perfecta, notdndose en sus dos polos dreas ultrasonograficamente ecogénicas,



llamadas reflejos especulares. La vesicula embrionaria generalmente se  localiza cerea de la
bifurcacion uterina, en cualquicra de los cuernos del ttero (Ginther, 1992). A partir de cse
momento el sitio de fijacion se dilata debido al crecimiento del trofoblasto, por lo que desde ¢l
dia 18 0 19 de la gestacion es posible localizar el saco gestacional por medio de palpacion rectal
(Ginther, 1992). En ésta etapa la vesicula frecuentemente adquiere una forma triangular, y poco a
poco va alargandose hasta llegar a ocupar casi todo el cuerno gestante alrededor del dia 50 de
gestacion (Ginther, 1992).

Entre los dias 20 y 25 la vesicula puede observarse con forma irregular a esférica, y es
posible observar al embrion dentro de la vesicula, generalmente en posicion ventral (Ginther,
1986). Desde el dia 22 0 23 es posible detectar el latido cardiaco, el cual debe verificarse siempre
para asegurarse que ¢l embrion esté vivo. A partir del dia 21 comienza a erecer ¢l alantoides,
localizdndose ventralmente al embrion, mientras que el saco vitelino, localizado dorsalmente al
embrion, va reduciendo su tamaiio (Ginther, 1992). Por ésta razon, entre el dia 25 y 33 de la
gestacion se puede observar una linea ecogénica (blanca) que separa horizontalmente a la vesfcula
embrionaria (Ginther, 1985). Esta linea estd formada por las membranas que separan el saco
alantaideo del saco vitelino, y el embrion sc observa en la parte media de dicha separacion.
Inicialmente (dia 25), la linea se encuentra cerca del pola ventral de la vesicula embrionaria,
subiendo gradualmente para llegar al polo superior en ¢l dia 38 donde el alantoides ha crecido y
el saco vitelino es muy pequefio, por lo que el embrion casi ha llegado al polo dorsat (Ginther,

1986). (FFigura 2.1)

Figura 2.1, Vesfcula embrionaria de una gestacion de 36 dias.



En el dia 39 de la gestacion el alantoides Hega a ponerse en contacto con el carion en el
polo superior de la vesfeula, quedando el saco vitelino como un vestigio. Debido a ésto ya no se
detecta una separacion en fa vesicula embrionaria (Ginther, 1985).

I cordon umbilical se une al polo dorsal del corion, y comienza
a alargarse a partir del dia 40, por lo que el embridn, que se encuentra en
deciibito dorsal, va cayendo hacia la parte inferior de la vesicula,
manteniéndose suspendido del polo dorsal por el cordon umbilical, el

cual se observa como wna linea ceogénica vertical (Fipura 2.2).

Fipura 2.2, Embrion de 45 dias de edad.

En ¢l din 50 el embrion ya se encuentra tatalmente formado, pudiéndose identificar con
relativa claridad sus diferentes partes. En una gestacion de 55 dias la posicién del feto es en

dectibito dorsal, y se puede distinguir las extremidades y cabeza (Figura 2.3).

Figura 2.3, Feto de 85 dias de edad.



En etapas mds avanzadas, tanto el feto como la vesicula son demasiado grandes para
poderse observar completos con un transductor de 5 Mhz. Sin embargo, es posible observar
porciones del cordén umbilical y del feto mismo. En éstos casos se debe verificar que el feto esté
vivo mediante la observacion de latido cardiaco, pulsaciones del cordon umbilical, o
movimientos fetales (Ginther, 1986).

2.2 Mortalidad embrionaria

Debido a que la ulltrasonografia solamente permite detectar la presencia de la vesicula
embrionaria a partir del dia 9 6 10 de la gestacion, resulta practicamente imposible determinar la
ocurrencia de mortalidad embrionaria antes de esta edad (Ginther, 1986 ). Sin embargo, se conoce
que cn yeguas normales servidas en ¢l momento apropiado la fertilizacion se produce en mas del
90% de los casos (Flood, 1993), por lo que la diferencia entre esta cifra y el porcentaje de yeguas
que aun se encuentran gestantes al realizar el diagnostico de gestacion constituye una estimacion
adecuada de mortalidad embrionaria,

De esta manera, las pérdidas embrionarias pueden clasificarse en 2 periodos de acuerdo al
momento de su ocurrencia:

- Antes de detectar gestacion (10-14 dias)
- Después de confirmada la gestacion por ultrasonido y/o palpacion rectal (14-40 dias)
2.2.1 Mortalidad embrionaria antes del diagndstico de gestacion

Como ya se menciond, ¢l diagnostico de mortalidad embrionaria antes del dia 10 de
gestacion es muy dificil. Sin embargo, la coleccion de embriones ha permitido conocer la
incidencia de muerte embrionaria durante los primeros 6 dias de gestacion. Se ha visto que en
yeguas subfértiies la coleccion de embriones es menos exitosa debido que un porcentaje de los
embriones han muerto antes del lavado (Ball, 1988). Ademds, la probabilidad de gestacion al
transferir a receptoras normales los embriones que se logran recuperar a partir de yeguas
subfértiles es baja, lo que indica que muchos de cllos han sufrido dafio antes del dia de ia
coleccion (Ball, 1987). Con este tipo de estudios se ha concluido que en yeguas fértiles la

incidencia de mortalidad embrionaria entre la fertilizacion y el dia 14 es del 9%, mientras que en



yeguas subfértiles puede ser de hasta un 75% (Ball, 1986). Antes del dia 14 la mortalidad
embrionaria puede deberse a defectos intrinsecos del embrion (poliespermia, fallas en la
segmentacion, aberraciones cromosomicas, genes letales) (Ball,1993), a factores cxternos que
afectan directamentc al embridn (medio ambientc uterino inadecuado, agentes patogenos) (Ball,
1993), o a factores que provoquen la secreeidn de prostaglandina F2ec, lo que resulta en regresion
prematura dcl cucrpo luteo (irritacion endomctrial, endotoxemia, septicemia) (Daels et al,
1987;1989;1991).

2.2.3 Mortalidad embrionaria después del diagndstico de gestacion

La incidencia de mortalidad embrionaria después de que se ha confirmado la gestacion
por ultrasonido es mas ficil de determinar, En Australia la incidencia calculada entre el
diagnostico y el quinto mes de gestacion es del 13.5%, ocurriendo el 75% de estos casos antes del
dia 75 de la gestacion (Ginther, 1985).

Entrc el dia 14 y 18 de la gestacion la causa mds comin de mortalidad embrionaria cs la
falla en cl reconocimiento materno de la gestacion, lo que puede debersc a asincronfa materno-
embrionaria (desarrollo lento del embridn, secrecion prematura de PGI2ec uterina), asf como a
alteraciones en la movilidad cmbrionaria (adhercncias, quistes endometriales, etc.) (Ginther,
1992;Ball, 1993).

Después del reconocimicnto de la gestacion, y con fines dcl presente trabajo, las causas de
mortalidad se pueden dividir en dos grandes grupos: 1.- Factores que lesionan directamentc al
embridn, por lo que la mortalidad embrionaria cs seguida por la destruccion del cuerpo luteo
(mortalidad embrionaria primaria) (Ball, 1993), y 2.- Factores que provocan una deficiente
funcion latea o regresion prematura del cucrpo lateo (Dacls ct al,1989), por lo que la falta de
soporte progestacional resulta posteriormente en mortalidad embrionaria (mortalidad cmbrionaria
sccundaria).

n cste tltimo grupo puedc incluirse la regresion prematura de las copas endometriales, la
cual en caso de producirse resultaria cn la regresion de los cucrpos litcos por falta de soporte

gonadotropico (Allen, 1973). La caida en las concentraciones de progesterona finalmente



resultaria en la muerte del embrion por alteraciones en el medio ambiente uterino. Debido a que
este tipo de altcraciones son ¢l objcto del presente estudio, a continuacion se describird con mds
detalle cl establecimiento, funcion y regresion de las copas endometriales.

2.3 Gonadotropina Coridnica Equina y Gonadotropina Coridnica de Burra

Alrededor del dia 25 de la gestacion, cuando el cmbrién tiene atn una forma casi csférica,
comicnza a formarse en el trofoblasto una banda de tejido especializado llamado cinturén
coridnico, que rodea al trofoblasto a lo largo de la linca que se forma cn el sitio de contacto entrc
cl alantoides y cl saco vitelino (Allen et al, 1973). En el dia 33 ¢l cinturén coriénico esta formado
por pliegues que aumentan cn niimero y se alargan dentro de las vellosidades uterinas. El espacio
quc se forma cntre las vellosidades se llena de material extracelular que sirve como superficic de
adhercncia entre las superficies cori6nica y uterina. En esta ctapa la union firme entre la vesicula
embrionaria y el endomctrio involucra solamente al cinturdn coriénico. Las células binucleadas
quc forman éstc cinturdn son de naturalcza invasiva, y para cl dia 36 0 37 sc han scparado del
corion, penctrando cn el cpitclio utcrino para cstablecerse en el estroma endometrial (Allen et al,
1973).

En el dia 38, una vez establccidas cn ¢l endometrio, las células corionicas continian
invadicndo, sccuestrando y cngolfando a las células cpitclialcs. La invasién cesa después de la
infiltracion dcl cstroma endomctrial, pero las células coridnicas proliferan hasta formar
cstructuras  microscopicas llamadas copas endometriales, las cuales producen una hormona
llamada actualmente gonadotropina coridnica equina (¢CG) (Murphy y Martinuk, 1991). Esta
hormona antcriormentc sc conocia como gonadotropina sérica de ycgua gestante (PMSG) (Allen
y Stewart, 1993).

L.a ¢CG cs una hormona glicoprotéica formada por dos subunidades, o« , y , quc sc
cncuentran unidas cn forma no covalente (Papkoff, 1974). Aunque al administrarse a otras
espeeics la eCG tienc actividad tanto de hormona luteinizante (LH) como de hormona foliculo
cstimulante (FSH), en rcalidad la sccuencia de aminodcidos dc la subunidad f de la ¢cCG (Sugino

et al, 1987) es idéntica a la de la subunidad 8 dc la LI cquina (Bousficld ct al, 1987), lo que



explica el porque en la yegua la cCG actia exclusivamente como una hormona luteinizante y no
como una hormona foliculo estimulante. Una particularidad de la eCG que la distingue de las
gonadotropinas de otras especies es su alto contenido de carbohidratos, ya que el 20% de su
cadena alfa y el 50% de su cadena B estan constituidas por oligosaciridos (Allen y Stewart,
1993). Ademds, el contenido de dcido sidlico en la ¢CG e¢s mayor al de cualquier otra
gonadotropina (Christakos y Bahl, 1979).

La secuencia de aminodcidos de la subunidad § de Ia gonadotropina corionica de burra (dCG)
es diferente a la de la subunidad B de la eCG (Allen y Stewart, 1993). Al administrarse a otras
especies la dCG tiene mas actividad de LH y menos actividad de FSH que la ¢CG (Stewart et al,
1977). La gonadotropina coriénica que se produce cuando el producto ¢s un hibrido de yegua y
burro tiene una actividad bioldgica intermedia entre fa hCG y la dCG (Stewart et al ,1977).

La eCG se detecta por primera vez en la yegua alrededor del dia 37 de Ia gestacidn, elevandose
continuamente hasta alcanzar un pico entre el dia 60 y 80 (Allen y Stewart, 1993). En una
gestacién intraespecie (caballo con yegua), las concentraciones de ¢CG en la circulacion
comienzan a descender después del dia 80 de la gestacion, para desaparecer completamente entre
el dia 120 y el dia 160 de la gestacion (Allen y Stewart, 1993). Esto es debido a que se produce
un recliazo inmunoldgico de las copas endometriales. Un aspecto interesante es que cuando se
produce la muerte del embrion después de la formacion de las copas endometriales, éstas
contintian funcionando auiénomamente hasta ¢l dia en que normalmente regresarian, por lo que
las concentraciones de ¢CG permanecen clevadas a pesar de ya no existir ¢l embrion (LofStedt,
1986). La tinica excepei6n es cuando la causa de la pérdida del embridn sea precisamente la
destruccion prematura de las copas endometriales, en cuyo caso Ja caida en las concentraciones de
¢CG precede a la muerte embrionaria,

El desarrollo del cinturén coridnico y las copas endometriales, asi como el perfil de secrecién
de ¢CG dependen de la interaccion entre los genotipos paterno y materno, Lin gestaciones en las
que el padre es caballo y la madre yegua, el cinturon corionico se desarrolla adecuadamente, y

hacia el dia 35 las células corionicas ya han invadido el endometrio materno y secretan gran

10



cantidad de gonadotropina corionica equina (Allen y Kydd, 1987). Cuando la gestacion es debida
al cruzamiento entre caballo y burra los eventos son similares a los descritos anteriormente (Heap
y Hamon, 1991). Pero cuando ¢l produeto es un hibrido de yegua con burro (mula), se produce
solamente un 10 o 15% de la ¢CG que se produciria en una gestacion de yegua con caballo, lo
cual se debe a que las copas endometriales en una yegua con gestacion hibrida son mas pequefias
y el einturdn coridnico es mds estrecho que en la gestacion intraespecie (Allen, 1982), Ademds,
en la gestacion hibrida la eCG desaparece de la circulacion en forma muy prematura, entre el dia
70 y 80 de la gestacion (Allen, 1984).

L.a influencia del genotipo fetal en el desarrollo de las copas endometriaies también se ha
demostrado en gestaciones extraespecificas realizadas por transferencia de embriones. Por
ejemplo, la transferencia de un embridn equino a una burra resulta en el desarrollo adecuado del
cinturén coridnieo, y en la formacion de copas endometriales grandes y activas. En contraste, s
se transfiere un embridn burro a una yegua el desarrollo de ias copas endometriales es defectuoso,
ya que las células del corion del embrion burro failan en su misién de invadir el endometrio
materno en el dia 36 a 38, por lo que se forman copas endometriales pequefias y poco activas.
Esto es seguido por una implantacion inadecuada, y generalmente se produce el aborto antes del
dia 100 de la gestacion (Allen y Skidmore, 1993).

De esta manera, el ttero equino aparentemente inhibe el desarrollo de las copas endometriales
de cualquier embrién con genotipo burro, mientras que el utero de {a burra permite el desarrollo
de las copas endometriales en cualquier embridén con genotipo caballo, por lo que se piensa que ¢l
titero de burra es mas permisible que el Gtero de la yegua en términos de aceptar gestaciones inter
y extraespecies,

Tanto en el caso de gestacion de yegua con caballo como en el caso de gestaciones hibridas, la
reduceidn y eventual desaparicion de la eCG circulante se debe a un rechazo inmunoldgico de las
copas endometriales (Allen 1984). Dicha reaccion comienza poco tiempo despuds de formarse las
copas, y consiste en una acumulacion progresiva de linfocitos T, que es seguida por infiltracion

de linfoeitos B, macrofagos, eosinéfilos y células plasmaticas en el tejido endometrial que rodea
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cada copa (Kydd et al, 1991), produciéndosc una reaccion inmune celular acompafiada de la
aparicion de anticuerpos citotoxicos dirigidos en contra de los antigenos paternos tipo 1 del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de las células de las copas endometriales (Allen
y Kidd et al, 1991). Dicho complejo es producido por el trofoblasto cquino. En el caso de
gestacion entre yegua y caballo los leucocitos comienzan a invadir la copa endometrial y a
destruir sus células a partir del dia 80 de la gestacion, mientras que en las gestaciones hibridas los
leucocitos de la yegua comienzan a atacar las copas endometriales desde el dia 50 de la gestacion
(Allen, 1984), por lo que para el dia 60 o 70 han sido completamente destruidas.
2.3.1 Funciones de la gonadotrapina coriénica equina

A diferencia de la mayorfa de las especies, en la yegua la progestcrona no ejcree
retroalimentacion negativa sobre la secrecion de FSH, por lo que ain durante la fase ltea y
durante Ia gestacidn se produce secrecion de FSH y desarrollo folicular en los ovarios (Evans e
Irvine, 1975). Aunque durante los primeros 35 dias de gestacion se produce desarrollo folicular,
dichos folfculos no llegan a ovular debido a Ia ausencia de LH en concentraciones adecuadas para
provocar la ovulacion, por lo que se produce su atresia, seguida por formacién de nuevos
foliculos. Los nuevos foliculos que se desarrollan después del dfa 35 encuentran un ambiente
endocrino en el que ya hay e¢CG circulante (Allen y Stewart, 1993), y como en el equino ésta
hormona actta como LH, provoca el desarrollo final de los foliculos, lo que se detecta como una
marcada elevacién en las concentraciones de estradiol circulante (Terqui y Palmer, 1979),
Finalmente, la ¢CG estimula la ovulacion y/o luteinizacion de uno o varios foliculos, los cuales
forman cuerpos liteos accesorios, por lo que se produce una elevacién en las concentraciones de
progesterona (Allen y Stewart, 1993). Durante los siguientes 80 o 100 dias se producen varios
episodios de desarrollo folicular y formacién de estructuras lateas, por lo que los ovarios cada vez
contienen mas cuerpos luteos, ya que tanto el cuerpo liteo original como todos los que se forman

posteriormente se mantienen en el ovario estimulados por la accién luteotripica de la ¢CG (Allen

y Stewart, 1993).



En una gestacion normal en la yegua, los cuerpos liteos dejan de funcionar entre el ida 120 y
el 150 de la gestacion debido a que la destruccion de las copas endometriales resulta en la
desaparicién de la ¢CG circulante, por lo que deja de haber un soporte gonadotrépico (Squires,
1993). Sin embargo, la gestacion se mantiene porque la placenta es capaz de producir cantidades
suficientes de progesterona a partir del dia 120 de la gestacion (Holtan et al, 1979). En el caso de
las yeguas servidas con burro la destruccion de las copas endometriales y la caida en las
concentraciones de eCG ocurren antes del dia 100 (Allen et al, 1993 a; 1993b), por lo que es
posible que un cierto niimero de gestaciones se pierdan debido a que la placenta ain no tiene la
capacidad de producir suficiente progesterona para mantener la gestacion, al producirse la

regresion prematura de las copas endometriales y de los cuerpos liteos.
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1II. MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se realizo en el Distrito Federal y en el Estado de Veracruz. La primera
parte se llevd a cabo de marzo de 1994 a febrero de 1995 en las instalaciones del Agrupamicnto a
Caballo de la policia montada del DDF, ubicadas en Iztapalapa, Distrito Federal, Se utilizaron 28
yeguas, las cuales fueron previamente servidas con caballo y diagnosticadas como gestantes
mediante ultrasonido entre 15 y 25 dias después del servicio. Este grupo se utilizé para
determinar los patrones normales de secrecion de ¢CG y progesterona durante los primeros 3
meses de gestacion intraespecie, y para determinar la relacion entre dichos patrones y la
viabilidad embrionaria determinada ultrasonograficamente. Para ello, a partir de los 30 dias de
gestacion se obtuvieron una vez a la semana muestras sanguineas de cada yegua mediante
puncion de la vena yugular, utilizando tubos al vacio conteniendo EDTA como anticoagulante.
Las muestras de sangre se centrifugaron dentro de la primera hora posterior a su obtencion a 3000
r.p.m. durante 10 minutos para separar el plasma, ¢l cual se mantuvo en congelacién a-80 C hasta
el momento de realizar las determinaciones hormonales. En las muestras se determinaron las
concentraciones de progesterona y ¢CG para evaluar la funcionalidad de los cuerpos luteos y de
las copas endometriales respectivamente.

En cada yegua sc realizaron examinaciones ultrasonogréficas semanales en las que se evalud
la viabilidad fetal y se midi6 la vesicula embrionaria, Se utilizo un equipo de ultrasonido con
transductor lineal de 5 Mhz hasta el dia 60 de la gestacion, y de 3.5 Mhz a partir de los 60 dias de
gestacion hasta los 150 dias. En cada examinacion sc determiné la viabilidad fetal mediante la
presencia de latido cardiaco, movimicnto fetal y/o pulsacion del cordon umbilical del producto
(Ginther, 1986, 1992). En caso de no encontrar ninguna evidencia de que el feto estuviera vivo se
registraban las caracteristicas de lo observado.

La segunda parte del experimento se efectud entre abril de 1995 y noviembre del mismo afio
en San Andrés Tuxtla, Veracruz, Se utilizaron 19 yeguas como grupo experimental. Las yeguas
fueron tratadas con 5 mg de PGF2ec natural para sincronizar el ¢stro (Douglas y Ginther, 1972).

Una vez en estro se revisaron ultrasonograficamente para que fueran inseminadas lo més cercano

14



etapas de la gestacion (Prucba exacta de Fisher), diferenciando entre muertes asociadas a
regresion prematura de copas las endometriales y muerte por otras causas, Para ello se considerd
que la muerte del producto se debid a regresion prematura de las copas endometriales si se
produjo una caida en las concentraciones de eCG circulante asociada a una disminucion en las
concentraciones de progesterona, disminuyendo ambas hormonas a niveles basales antes de
registrarse fa muerte del producto, o simultineamente con ella. En caso de que la secrecion de
¢CG continuard despuds de detectarse la muerte del producto se considerd que ésta se produjo por
causas diferentes a la falla de produccién de ¢CG (Lofstedt,1986). También se considerd que la
causa de muerte del producto no fue la falta de ¢CG si las concentraciones de esta hormona
bajaron pero el cuerpo liteo continud secretando progesterona en forma normal. Se considerd que
la causa de la muerte del producto fue una deficiencia litea primaria si las concentraciones de
progesterona fueron significativamente mas bajas de lo normal, sin haber una deficiente
produccion de eCG (Ball, 1993). Se considerd que la causa de la muerte fue un estimulo
luteolitico si las concentraciones de progesterona disminuyeron abruptamente hasta niveles
basales inmediatamente antes de la muerte o expulsion del producto (Daels et al, 1989), sin ser
precedidas por una caida en las concentraciones de eCG. Finalmente, se consideraron como
muertes embrionarias primarias aquellas en las que se registrd la muerte del embrién antes de
detectarse alguna alteracion en las concentraciones hormonales (Ball, 1993). Las muertes del
producto se clasificaron en muerte embrionaria, cuando se produjo antes del dia 39 de la
gestacion, y aborto, cuando se produjo después del dia 40 de gestacion (Ginther, 1992; Ball,

1993).
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IV- RESULTADOS

En el cuadro | se observa que la incidencia total de pérdidas de gestacion fue mayor en las
yeguas con embrion mula (36.8%) que en las gestantes con embrion de caballo (21.4%). Ademas,
en el caso de embriones mula todas las muertes ocurrieron después del dia 40, mientras que en las
yeguas gestantes con embridn equino la mitad de los casos fueron de mortalidad embrionaria y la

otra mitad de abortos.

Cuadro 1, Incidencia de mortalidad embrionaria (antes del dia 40 de gestacion) y
abortos (después del dia 40) cn yeguas gestantes con embridén equino y con
embrién mula,

Embrién equino  Embrién mula

n=28 n=19
Mortalidad embrionaria 3(10.7 %) 0 (0%)
Abortos C3(10.7 %) 7(36.8 %)
Total 6(21.4 %) 7(36.8 %)

En las Figuras 4.1 y 4.2 se presentan los promedios en los valores de progesteronay e¢CG
durante los primeros 18 semanas de la gestacion en las yeguas servidas con caballo y yeguas

servidas con burro que no perdieron la gestacion.
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Figura 4.1 Councentraciones de progesterona (media & e.e.) en las semanas 4 a
18 de Ia gestacion normal en yeguas servidas con caballo y yeguas servidas
con burro. Las concentraciones de progesterona fueron significativamente
(p<0.05) mas clevadas en yeguas servidas con cabalio que en yegnas servidas
con bhurro a partir de In semana 7 de In gestacién,
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Figura 4.2 Concentraciones de ¢CG (media * e.c) en las semanas 4 a 18 dela
gestacién normal en yeguas servidas con caballo y yeguas servidas con burro.
Las concentraciones de ¢CG fueron significativamente (p<0.05) mds clevadas
en yeguas servidas con caballo que en yeguas servidas con burro a partir de n
semaua 7 de In gestacidn,

Las concentraciones de ambas hormonas fueron significativamente mas elevadas en yeguas
servidas con caballo que en yeguas servidas con burro a partir de la semana 7 de gestacién,
Ademds, en el caso de la ¢CG en yeguas con embrion mula las concentracioncs regresaron a

niveles basales en la semana 1] 6 12 de gestacidn, mientras que en las yeguas servidas con
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caballo esto ocurrié hasta la semana 18. Posiblemente como resultado de la caida en los niveles
de e¢CG, en las yeguas servidas con burro las concentraciones de progesterona descienden
gradual pero continuamente desde la semana 9 hasta la 16, mientras que en yeguas servidas con
caballo se mantienen estables hasta la semana 15.

En las Figuras 4.3 y 4.4 se muestran respectivamente el crecimiento de la vesicula embrionaria
en yeguas con embrion de caballo y con embrion mula. En cada grafica se muestra una linea de
regresion que representa el desarrollo de la vesicula en aquellas yeguas con gestacion normal. De
acuerdo a dichas ecuaciones, las vesiculas de embriones de caballo crecieron a una velocidad de
1.27 mm por dia, mientras que las de mulas crecieron a una velocidad de 1.41 mmn por dia. La
diferencia en la velocidad de crecimiento de ambos tipos de embrion no fue significativa
(p> 0.05). Los coeficientes de correlacion fueron muy elevados (0.85 para embriones equinos y
0.90 para embriones mula), lo que indica que en embriones normales la velocidad de crecimiento
es poco variable entre individuos. En las figuras también sc observa que en la mayoria de los
casos de pérdida de la gestacion no se produce una desviacién importante en la velocidad de
desarrollo del embrién antes de producirse la muerte. Sin embargo, existen algunos casos (p.¢j.
yeguas 229 y 476) en las que la vesicula embrionaria reduce significativamente su ritmo de

crecimiento antes de morir ¢l embrion.
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Figura 4.3 Crecimiento de las vesfeulas embrionarias en yeguas con
embrién cquino. La linea representn la ecuacion de regresion del
crecimicnto de las vesfculas en las yeguas quie nunca perdieron la gestacion,
mientras que los distintos simbolos representan el tamaiio de las vesiculas
en cada una de las yeguas que perdieron al embrién.
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Figura 4.4 Crecimicnto de las vesiculas embrionarias en yeguas con
embrién muila. La linea representa la ecuacion de regresion del
crecimiento de las vesiculas cn las yeguas que nunca perdieron la gestacion,
mientras que los distintos simbolos representan el tamafio de 1a vesfcula de
cada una de las yeguas que perdicron Ia gestacion,

A continuacion se describird el caso de cada una de las yeguas que sufrieron pérdidas de
gestacion. En cada caso se presentan las concentraciones hormonales y desarrollo de la vesicula
en la yegua afectada, comparandolas contra lns valores promedio obtenidos en las gestaciones
normales del mismo tipo de yeguas (con embrion equino o mula). Ademéds, en los casos en los
que alguna yegua tuvo una gestacion normal después de sufrir mortalidad embrionaria se

presentan los datos de las dos gestaciones con fines comparativos.
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4.1 Pérdidas embrionarias en yeguas gestantes con embrion equino

En la yegua 476 (Figura 4.5) se detectd reabsorcion embrionaria al realizar el examen
ultrasonogréfico en la cuarta semana, ya que en ese momento no fue posible localizar el embrién
a pesar de que el didmetro de la vesicula embrionaria aun ¢ra normal. Las concentraciones de
progesterona se encontraron relativamente bajas desde el primer muestreo (dia 29), indicando una
posible falla en fa funcion litea. Las concentraciones de eCG no llegaron a elevarse debido a que

la muerte embrionaria se produjo antes de la formacion de las copas endometriales.
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Figura 4.5, Concentraciones de progesterons y ¢CG, y difmetro de Ia
vesfeula embrionaria en diferentes semanas de la gestacién en una yegua
gestante con embrién equino que sufrid mortalidad embrionaria por

aparente deficiencia hitea primaria. Las flechas indican ¢l momento en
que se registrd fa mortalidad embrionaria,
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En la misma temporada reproductiva la yegua 476 volvié a quedar gestante (Figura 4.6). En
esta ocasion la gestacion se llevd a cabo normalmente a pesar de que las concentraciones de
progesterona y eCG siempre estuvicron por debajo del promedio, indicando que csta yegua tiene
predisposicion a una deficiente funcion litea. Sin embargo, los niveles de progesterona en la
cuarta semana fueron casi del doble en la gestacién en la que no perdio el embrién comparada

con la gestacion previa, en la que el embrion murid en la cuarta semana,
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En la yepua 448 (Figura 4.7) desde el dia 24 la vesicula se observo irregular al realizar
ultrasonografia y desde ese momento se redujo su tamaiio, y ya para el dia 38 (semana 6) no fue
posible localizar la vesicula. Los niveles de progesterona al momento de la muerte embrionaria
(semana 4) eran mas bajos de lo normal, y posteriormente se elevaron y volvieron a bajar
aparentando un ciclo estral. Esto indicaria que el cuerpo luteo de la gestacion sufrié regresion,
produciéndose una falla en el reconocimicnto de la gestacion, La ¢CG no se secretd debido a que

el embrion murid antes de que se formaran las copas endometriales.
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Figura 4.7. Concentraciones de progesterona y ¢CG, y didmetro de la
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embrionaria,
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En la misma temporada reproductiva la yegua 448 (Figura 4.8) volvié a quedar gestante,
manteniendo la gestacion hasta ¢l final. Los niveles de progesterona y ¢CG entre la 7a y 9a
semana se mantuvieron por arriba del promedio normal, asi como también el crecimiento de la
vesicula embrionaria fue mas rapida de lo normal. Esto indica que esta yegua probablemente no
tenga predisposicion a sufrir desbalances endocrinos, y que la regresion del cuerpo liteo ocurrida
cuando perdio la gestacion puede haber sido el resultado de algiin agente exdgeno que provocd la

luteolisis.
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En la yegua 491 (Figura 4.9) el crecimiento de la vesicula embrionaria hasta la semana 7 fue
un poco més rapido que el de las yeguas que no perdicron la gestacion, por lo que desde el dia 42
hasta el 54 su didmetro fue mayor al promedio. En la semana octava, al realizar el examen
ultrasonografico se cncontraron compartimentos dentro de la vesicula embrionaria, sin poderse
localizar el feto. Las concentraciones de progesterona cn este dia eran tan solo de 1.74 ng/ml, y se
habfan mantenido bastante bajas desde el dia que se inicio el muestreo. La ¢CG tampoco se clevo
en el momento adecuado, por lo que la causa de mortalidad pudo ser una insuficiencia litea
provocada por falta de apoyo gonadotrdpico ¢CG. Una semana después de registrarse la

mortalidad embrionaria las concentraciones de progesterona bajaron a 0.03ng/ml.
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Figura 4.9. Concentraciones de progesterona y eCG, y didmetro de la
vesfculn embrionaria en diferentes semanas de {a gestacion en una yegua
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debida a falta de produccién de ¢CG. Las flechas indican ¢l momento en que
se registré Ia mortafidad embrionarin
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Después de abortar la yegua 491 (Figura 4.10) permanecio sin actividad ovirica por lo menos
hasta el dia 124 post-servicio (1 Julio). La yegua volvio a entrar en estro el 5 de agosto, quedando
gestante y manteniendo la gestacion hasta el final. En ésta ocasion, a pesar de mantener una
gestacion normal las concentraciones de eCG fueron muy bajas, al igual que las concentraciones
de progesterona, que estuvieron por debajo del promedio, aunque no tanto como durante la

gestacion que se perdio anteriormente.
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La yegua 385 (Figura 4.11) expulsd al feto y las membranas fetales al momento de la
palpacién rectal y revisién ultrasonografica de la semana 9. Los niveles de progesterona en ese
dia se encontraban en 0.2 ng/ml. Una semana antes, la progesterona se encontraba cn niveles
significativos (4.3 ng/mi) y el feto estaba vivo (latido cardiaco). La causa probable de mortalidad
embrionaria en esta yegua fue la regresion lutea, la cual no se debid a falta de produccion de eCG,
ya que en el dia que ocurri6 el aborto la ¢CG se encontraba elevada (39.6 ng/ml), y una semana
después bajo a 29.5 ng/ml, y continué disminuyendo gradualmente hasta casi desaparecer de la
circulacion en el dia 129 cuando la yegua presentd un nuevo calor. Esta yegua tenia un
comportamiento muy nervioso durante la revision ultrasonografica, por lo que la examinacién se
suspendia inmediatamente después de localizar el latido cardiaco, sin realizarse la medicion de la

vesicula embrionaria,
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Figura 4.11, Concentraciones de progesterona y ¢CG en diferentes scmanas
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En la yegua 229 (Figura 4.12) el crecimiento de la vesicula embrionaria fue mas rapido de lo
normal, hasta llegar a medir 30 mm en el dia 20 (no mostrado en la grafica), sin embargo, a partir
del dia 30 su crecimiento fue mas lento, hasta que en ¢l dia 42 se cncontraron al examen
ultrasonografico cambios indicativos de muerte fetal (ausencia de feto, compartimentos
intravesiculares). Los niveles de progesterona en este dia se encontraban en 6.81 ng/ml, y a partir
de ese momento se redujeron en forma muy gradual hasta llegar a niveles basales en la semana
[2. La gonadotropina coriénica equina nunca llegé a secretarse debido a que la muerte del
embrion ocurri6 antes de formarse las copas endometriales. Debido a que no se encontraron

alteraciones endocrinas previas a la muerte del feto se consideré como muerte fetal primaria.
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Figura 4.12, Concentraciones de progesterona y ¢CG, y didmetro de In

vesfcula embrionaria en diferentes semanas de Ia gestacién en una yegua

gestante con embribn  equino que sufri6 muerte fetal primaria

aparentemente sin encontrar alteraciones endocrinas. Las flechas indican el

momento en que se registré Ia muerte fetal.
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La yegua 229 volvid a quedar gestante en la misma temporada reproductiva sin tener ningin
problema para llevar la gestacion hasta el final (Figura 4.13). Las concentraciones de
progesterona estuvieron dentro del promedio, mientras que el crecimiento de la vesicula
cmbrionaria fue mas lento que lo normal entre la cuarta y la sexta semana de la gestacion, pero
después acelerd su crecimiento hasta quedar en el promedio. Desgraciadamente las muestras de
eCG correspondientes a las semanas 4 a la 9 fueron extraviadas. Sin embargo cn las muestras
restantes los niveles de eCG siempre fueron mas altas de lo normal, lo que combinado con las
concentraciones normales de progesterona sugiere que dsta yegua no tienc predisposicion a suftir

alteraciones endocrinas.
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Figura 4.13, Concentraciones de progesterena y ¢CG, y didmetro de la
vesfcula embrionaria en diferentes semanas de una gestacion normal en In
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En la yegua 883 (Figura 4.14) el didmetro de la vesicula embrionaria en ¢l dia 21 fue mas
grande al promedio, quizd porque se observaron gemelos y los niveles de progesterona en este dia
se encontraban elevados (13.17 ng/ml). Sin embargo a la siguiente semana (dia 26) las vesiculas
embrionarias se habian reabsorbido, ya que no sc encontrd nada al realizar el ultrasonido,
manteniéndose todavia altos los niveles de progesterona, los cuales disminuyeron paulatinamente
hasta desaparecer de la circulacién materna en ¢l dia 77. La muerte embrionaria ocurrid antes de
formarse las copas endometriales y con altos niveles de progesterona, por lo que se considerd que

la causa fue muerte embrionaria primaria debida a gestacion gemelar.
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Figura 4.14. Concentraciones de progesterona y ¢CG en diferentes semanas
de Ia gestacién en una yegua gestante con embridn cquino que sufrid
mortalidad embrionaria por gestacién gemelar. Las flechas indican el
momento en que sc registré la mortalidad embrionaria
4.2 Pérdidas de gestacion en yeguas gestantes con embrion mula.
En cl segundo grupo de las 19 yeguas montadas con burro se presentaron 7 abortos en
diferentes dias, ocurriendo en promedio en cl dfa 93 de la gestacion. En este grupo no se presentd

ninguna muerte embrionaria antes del dia 40 de la gestacidn.
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En la yegua “Ardilla” (Figura 4.15) en la semana 8 todavia s¢ encontré movimiento fetal, En
el dfa 68 no se encontrd la vesieula embrionaria al realizar la examinacién ultrasonografica, y el
propictario informo que tres dias antes se expulsaron membranas embrionarias por la vagina, Los
niveles de progesterona en el dia 68 se encontraban elevados (16.02 ng/ml), y continuaron asi
por varias semanas después de morir el feto, mientras que la gonadotropina coridnica equina tuvo
un pico en su secrecion en los dias 38 al 49 y después disminuy6 hasta desaparecer totalmente,
asi que para cuando ocurrié cl aborto la ¢CG ya tenia varias semanas que habia dejado de
secretarse. A pesar de la desaparicion de la eCG la progesterona continud por encima de los
5ng/ml por lo menos hasta el dia 79, por lo que la causa de muerte embrionaria no puede
atribuirse a una falla lutea, debiendo clasificarse como muerte fetal primaria. Debido a problemas
de comportamiento en esta yegua no fue posible realizar mediciones de la vesicula embrionaria.
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En la yegua “Lupe” (Figura 4.16) el tamafio de la vesicula en el dia 26 de la gestacién
(semana 4) era mas pequcfio con respecto al promedio, sin embargo ¢l crecimiento se aceleré y
para la semana 7 el tamafio era mayor al promedio. El aborto ocurrié en el dia 82 de la gestacion,
cuando a la evaluacién ultrasonogrifica no se cncontré latido cardiaco. Los niveles de
progesterona se encontraban relativamente bajos desde la semana 7, siendo en el dia 71 de 4.21
ng/ml y en el dia 82 de 2,72 ng/ml, Aunque la ¢CG casi no se elevo, cuando el feto murié las
concenfraciones de progesterona indicaban la presencia de un cuerpo hiteo funcional, por lo que
la causa de muerte fetal posiblemente no se debié a una falla lutea por falta de apoyo de la eCG.

en este caso se consideraria como muerte fetal primaria.
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Figura 4.16. Concentraciones de progesterona y ¢CG en diferentes semanas
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En la yegua “Nereida” (Figura 4.17) el didmetro de la vesicula ¢mbrionaria siempre se
mantuvo dentro del promedio. La ltima vez que el feto fue visto vivo la progesterona estaba
clevada a pesar de que la ¢CG habia bajado 5 semanas antes. En ¢l dia 89 de la gestacion no se
encontrd la vesicula a la palpacion rectal, ni se vio el feto ni el latido cardiaco al realizarle cl
ultrasonido. Las concentraciones de progesterona sufrieron una caida importante (0.64 ng/ml)
con respecto a la semana anterior, mientras que la eCG se ¢ncontraba en ceros. En este caso
aparentemente se produjo una regresion repentina del cuerpo hiteo, lo que provocd la muerte

fetal.
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Figura 4,17, Concentraciones de progesteronn y ¢CG en diferentes semanas
de Ia gestacién cn una yegua gestante con embrién mula que sufrié aborto
por regresion repentina del cuerpo liteo, Las flechas indican el momento en
que sc registré la muerte fetal.
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En la yegua “Franela” (Figura 4.18) las concentraciones de progesterona fueron muy
similares al promedio encontrado en gestaciones normales, y las concentraciones de eCG fueron
ligeramente superiores al promedio de gestaciones normales, presentndose un pico entre los
dias 44 y 82, para después disminuir a un nivel basal.. En la examinacion de fa semana 16 se
encontré ¢l feto vivo y los niveles de progesterona (2.37 ng/ml) eran normales para esa ctapa de
la gestacion. Sin embargo, en el dia 122 de la gestacion (semana 17) el animal arrojé membranas
fetales por la vulva y a la revision ultrasonografica no se encontrd el feto. Los niveles de
progesterona en ese dia estaban bajos (0.26 ng/ml). Debido a la abrupta caida en las
concentraciones de progesterona se considera que la posible causa del aborto fue una regresion
latea primaria. |
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Figura 4.18, Concentraciones de progesterona y e¢CG en diferentes semanas
de Ia gestacién en una yegua gestante con embrién mula que sufrlé aborto
por regresion repentina del cuerpo hiteo (lutcolisis primaria). Las flechas
indican ¢l momento en que se registré Ia nwuerte fetal,
En la yegua “Golondrina” (Figura 4.19) la velocidad de crecimiento de la vesfcula

embrionaria fue normal. El aborto ocurri6 en el dia 99 de la gestacion, cuando arrojé por la vulva
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las membranas fetales. ILas concentraciones de progesterona en c¢se dia s¢ encontraban
disminuidas (0.71 ng/ml), siendo que una semana antes estaban elevadas (15.22 ng/ml) y el feto
se encontraba vivo. Las concentraciones de ¢CG habfan disminuvido en forma prematura,
regresando a niveles basales desde la semana 8 de la gestacion. La causa del aborto fue la
regresion repentina del cuerpo luteo. Sin embargo, dicha luteolisis fue de tipo primario, y no fue
debida a falta de eCG, ya que las concentraciones de ésta hormona habian disminuido desde 6
semanas antes, a pesar de lo cual el cuerpo Miteo siguid producienco cantidades elevadas de

progesterona hasta justo antes de producirse el aborto.
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Figura 4.19. Concentraciones de¢ progesterona y ¢CG, y didmetro de In
vesicula embrionaria en diferentes semanas de la gestacién en una yegua
gestante con embrién mula que sufrié aborto por regresién hitea primaria,
Las flechas indican ¢l momento en que se registré Ia muerte fetal,
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En la yegua “Princesa 2A”(Figura 4.20)cl crecimiento de la vesicula embrionaria fue
ligeramente mas lento que lo normal desde el inicio de la gestacion. EEn el dia 83 de la gestacion
(semana 12), las concentraciones de progesterona eran normales (5.27 ng/ml) y el feto tenia latido
cardiaco, pero para el dia 88 se presentd salida de membranas fetales por vagina y en el muestreo
de la semana 13 las concentraciones de progesterona se encontraban casi en cero. Las
concentraciones de eCG se mantuvieron mas elevadas que el promedio para gestaciones normales
durante casi toda la gestacion, regresando a niveles basales en la semana 10, La causa del aborto
fue una regresion lutea primaria.
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Figura 4.20, Concentraciones de progesterona y ¢CG en diferentes semanas
de la gestacién en una yegua gestante con embrién mula que sufrié muerte
fetal por regresién repentina del cuerpo liteo (lutcolisis primaria). Las
flechas indican el momento en que se registré la mmnerte fetal,
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En la yegua “India” (Figura 4.21) I crecimiento de la vesicula embrionaria fue normal, Las
concentraciones de progesterona fueron normales hasta la semana 12 de la gestacion. Al realizar
el examen ultrasonogréfico de la semana 12 (dia 85) no se encontré al feto. En ese momento las
concentraciones de progesterona ain eran normales para esa etapa de la gestacion, pero
regresaron a niveles basales una semana después de producirse el aborto, Las concentraciones de
e¢CG no fueron detectables durante la mayor parte de la gestacion. Sin embargo, esta deficiencia
de eCG no fue responsable de la muerte embrionaria ya que las concentraciones de progesterona
se mantuvieron normales a pesar de la posible falta de apoyo gonadotrdpico, y solo bajaron
después de morir el feto, Como la progesterona estaba clevada al producirse el aborto se

considero como aborto de origen no endocrino, clasificindose como muerte fetal primaria,
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Figura 4,21, Concentraciones de progesterona y eCG, y didmetro de la vesfcula
cmbrionaria en diferentes semanas de la gestacién en unn ycgua gestante con

embrién mula que sufrié muerte fetal primaria. Las flechas indican el momento en
que se registré ia muerte fetal,
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En el cuadro 2 se muestra la clasificacion de las pérdidas de gestacion de acuerdo a su
posible causa. Se puede observar que solamente un aborto puede atribuirse a una deficiencia en la
produccion de eCG (deficiencia litea secundaria), y dicho caso se presentd en una yegua gestante
con embridn cquino. El otro caso en el que se presentd una deficiente funcion Hitea también
ocurrid en yegua con embrion equino, y no se encontrd asociado con una baja produccion de
eCG por lo que se clasifico como deficiencia litea primaria. La causa mds frecuente de pérdida de
la gestacion fue la regresion litea repentina (2 casos en yegua con embridn equino y 4 casos en
yegua con embridn mula). Ninguno de éstos casos de regresion Ittea fue debido a falta de eCG,
por lo que se clasificaron como luteolisis primarias. Ademds, ¢n tres yeguas servidas con burro y
en una yegua servida con caballo se presentaron abortos que no fueron precedidos por
alteraciones en las concentraciones de progesterona, por lo que se clasificaron como muerte fetal
primaria. Finalmente, en una yegua scrvida con caballo se produjo muerte embrionaria por
tratarse de una gestacién gemelar. No se encontrd un solo caso de aborto por regresién prematura

de las copas endometriales en yeguas gestantes con embrion mula,

Cuadro 2. Clasificacion de las muertes del producto de acuerdo 2 la posible causa en yeguas
servidas con caballo y yeguas servidas con burro

Causa Probable Embri6n equino Embrion Mula
Deficiencia ltitca primaria l 0
Deficiencia hitea secundaria 1 0
(por falta dc ¢cCG)

Luteolisis primaria 2 4
Muerte fetal primaria 1 3
Gestacién gemelar l 0
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V. DISCUSION

En el presente trabajo se confirmaron los perfiles de progesterona y ¢CG que han sido
encontrados previamente en yeguas servidas con caballo (Nett et al, 1975; Kindahl et al, 1982;
Allen, 1984; Allen y Stewart, 1993) y en yeguas servidas con burro (Allen, 1982; Allen et al,
1993a). En las yeguas servidas con caballo que mantuvieron una gestacion normal las
concentraciones de progesterona comenzaron a elevarse a partir de la semana 6 (dia 42),
coincidentemente con el inicio en la produccién de eCG (Figuras 4.1 y 4.2). Se considera que esta
elevacion en las concentraciones de progesterona alrededor del dia 40 de 1a gestacion es debida a
la aparicion de la ¢CG, la cual estimula al cuerpo liteo primario y promueve la aparicién de
cuerpos luteos secundarios (Bergfelt et al, 1989). Las concentraciones de ambas hormonas se
mantuvieron elevadas desde la semana 7 hasta la semana 13 (dfa 91). A partir de ese momento las
concentraciones de eCG comenzaron a disminuir hasta llegar a niveles basales en Ia semana 18
(dfa 126), tal como ha sido informado por otros autores (Ginther, 1992). La disminucién en las
concentraciones de progesterona fue mucho mds gradual y en el dia 26 todavia se encontraron
niveles promedio superiores a 5 ng/ml.

Tanto los niveles de progesterona como los de ¢CG fueron significativamente menores en las
yeguas servidas con burro comparadas con las servidas con caballo (p<0.05). Ademds, las
concentraciones de eCG regresaron a niveles basales mucho antes (semana 12) en yeguas servidas
con burro comparadas con yeguas servidas con caballo (semana 18) (Figura 4.2) . En el presente
trabajo es evidente que las bajas concentraciones de ¢CG presentes en las yeguas servidas con
burro no estimularon la funcidn litea, por lo que las concentraciones de progesterona circulante

no mostraron ¢l incremento asociado con la elevacion de eCG que ocurri6 a partir de la sexta
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semana de gestacidn en las yeguas gestantes con embridn equino (Figura 4.1).  Aunque no se
evalud en el presente estudio, las bajas concentraciones de progesterona en yeguas con embrion
mula comparadas con yeguas con embrién equino sugicren que en las primeras las
concentraciones de eCG fueron insuficientes para provocar ovulaciones secundarias durante la
gestacion, lo que probablemente no ocurrid en las yeguas servidas con burro. Es importante
recordar que en la elaboracion de las figura 4.1 y 4.2 solamente se utilizaron yeguas que
mantuvieron una gestacion normal, por lo que los bajos niveles de ¢CG y progesterona en yeguas
con embrion mula no afectaron la sobreviviencia embrionaria.

La deficiente funcion y rdpida regresion de las copas endometriales en yeguas gestantes con
embrion mula ha sido descrita previamente, y se debe a un rechazo inmunolédgico prematuro
(Allen, 1982; Allen et al, 1993). El genotipo fetal y el genotipo paterno influyen en el desarrollo
de las copas endometriales y su capacidad de secrecion de eCG, por lo que en embriones mulas
(padre burro) el resultado es un desarrollo pobre del cinturén coridnico seguido por el
establecimiento de un ntimero reducido de pequefias copas endometriales. Por esta razon la
cantidad de eCG que entra a la circulacion materna esta disminuida (Allen, 1982).

En el presente trabajo la velocidad de crecimiento de la vesicula embrionaria fue ligeramente
mayor en yeguas servidas con burro (1.41 mm/dia) que en las servidas con caballo (1.27 mm/dfa),
sin embargo las diferencias no fueron significativas (figuras 4.3 y 4.4). La velocidad de
crecimiento fue similar a la observada por Ginther (1986) tanto en yeguas como en ponies. Tanto
en el presente estudio como en el de Ginther (1986) el didmetro de la vesicula en el dia 45 de la
gestacion fue de aproximadamente 60 mm. Es interesante sefialar que la vesicula de embriones
mulas crecié ligeramente mas rapido que la de embriones equinos a pesar de que las

concentraciones de progesterona en las yeguas servidas con mulas fueron significativamente
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menores a las de las yeguas servidas con caballo. Esto sugiere que las concentraciones de
progestcrona no estan relacionadas con la velacidad de desarrollo embrionario, y si bien existe un
umbral minimo de progesterona requerido para mantener la gestacion, una elevacién adicional
por encima de dicho umbral no estimula el desarrollo embrionario.

En el caso de yeguas servidas con caballo, tanto el porcentaje total de pérdida de gestacion
(21.4%) como su distribucién en muerte embrionaria (antes del dia 40, 10.7%) y aborto (después
del dia 40, 10.7%) fueron similares a los informados por otros autores (Ginther, 1993). En un
estudio realizado en México con yeguas pura sangre se encontré un porcentaje de pérdida de
gestacion del 14.18% hasta el dia 60 (Gutiérrez ct al, 1989), lo que es parecido al 10.7%
encontrado en el presente trabajo hasta el dia 40.

En el presente trabajo se confirmoé la baja eficiencia reproductiva de yeguas servidas con
burro, ya que se registré un 36.8 % de pérdidas de la prefiez durante los primeros 5 meses de la
gestacion. Es interesante mencionar que en éste tipo de animales no se registrd un solo caso de
muerte embrionaria entre el dia del diagnédstico de gestacion (dia 16-20) y el dia 40 de la
gestacion. Todas las pérdidas en la gestacién fucron clasificadas como abortos por haberse
producido después del dia 40 de la gestacién. Es posible que se hayan producido muertes
embrionarias antes del diagndstico inicial, sin embargo, en caso de haberse presentado muerte
embrionaria temprana su incidencia fue baja, ya que el 76% (19 de 25) de las yeguas inseminadas
fueron encontradas gestantes después del primer servicio. En la literatura no existen informes
sobre incidencia ni distribucion temporal de muerte embrionaria o fetal en yeguas servidas con
burro.

Algunos autores han encontrado que la falla en la formacion del cinturén coridnico y de las

copas endometriales pueden ocasionar una alta mortalidad fetal entre los dias 80 y 90 de la
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gestacion en yeguas a las que se les transfieren embriones de burro (Ball, 1993). En el presente
trabajo, el aborto en yeguas servidas con burro ocurrié en promedio en el dia 93 de la gestacion,
lo que aparentemente coincide con lo que ocurre ¢n yeguas transferidas con embrion burro. Sin
embargo, en ningtin caso el andlisis de los perfiles hormonales antes del aborto sugirié que la
muerte del embrion se haya debido a una deficiente funcion del cuerpo liteo ocasionada por una
falla en la produccion de eCG. Aunque en todos los casos de aborto en yeguas con embrion mula
las concentraciones de eCG regresaron a niveles basales entre la semana 8 y la semana 12 de la
gestacion, esto también ocurrid en las yeguas con embrion mula que no perdieron la gestacion, lo
que sugiere que no es indispensable mantener elevada la eCG hasta la semana 18 (como ocurre en
yeguas servidas con caballo) para mantener la gestacion. Ademds, en tres de los abortos (Fig.
4,15, 4.16 y 4.21) las concentraciones de progesterona estaban elevadas al producirse el aborto,
lo que indica que los cuerpos liteos seguian funcionando adecuadamente a pesar de haberse
producido la regresion de las copas endometriales varias semanas antes. En los otros cuatro
abortos la caida en las concentraciones de progesterona fue tan repentina que sugiere un proceso
luteolitico activo (por liberacién de prostaglandina F2 alfa) méds que una pérdida de funcion litea
por falta de apoyo gonadotrépico.

El hecho de que la regresion prematura de las copas endometriales no haya provocado el
aborto por alteraciones endocrinas no necesariamente significa que no tenga relacion con la
elevada incidencia de aborto en yeguas gestantes con embrion mula, La regresién prematura de
las copas endometriales es un signo de una respuesta inmune exacerbada de la madre en contra de
antfgenos de histocompatibilidad del cinturén corionico del feto hibrido (Allen et al, 1993a;
1993b). Esto ocasiona que desde el dia 45 de la gestacion haya una pronta respuesta inmune

celular hacia las copas endometriales, y la aparicion en el suero materno de anticuerpos en contra



de los linfocitos paternos. Este tipo de anormalidades inmunoldgicas podrian afectar no
solamente a las copas cndometriales, sino también a otros tejidos fetales, y  podrian provocar
casos de muerte fetal espontdnca como los encontrados en las yeguas “Ardilla” (Figura 4.15),
“Lupe” (Figura 4.16), ¢ “India” (Figura 4.21). Allen ct al (1993b) obtuvieron embriones mulas
mediante ¢l lavado uterino de yeguas servidas con burro. Después de biseccionar los embriones,
colocaron una mitad de cada embrion en yeguas receptoras y la otra mitad en burras receptoras, A
los 62 dias de gestacién sacrificaron a las receptoras y realizaron cortes del endometrio,
encontrando que en las yeguas con embrion mula las copas endometriales cstaban mds delgadas,
pequefias y flicidas que en las burras que llevaban embriones genéticamente idf’:nticos a los de las
yeguas. Ademds, en las yeguas el tejido endometrial estaba necrdtico, muy degenerado y
fuertemente infiltrado por leucocitos maternos, Este tipo de dafio podria matar directamente al
embridn sin necesidad de provocar alteraciones en la funcion del cuerpo luteo. Por otra parte,
Allen et al (1982) encontraron que si se transtieren embriones burro a yeguas se produce una
falla en la formacion de los microcotiledones placentarios, resultando en muerte embrionaria
entre ¢l dia 40 y 90 de la gestacion, a pesar de que los fetos crecieron normalmente hasta esc
momento. Aunque los embriones mula objeto del presente estudio son diferentes a embriones de
burro, no se puede descartar que en gestaciones hibridas se produzcan en ciertos casos
alteraciones en la formacion de la placenta que resulten en la muerte fetal.

Resulta paraddjico que el unico caso de muerte fetal que posiblemente haya sido ocasionado
por una falla en la produccién de ¢CG ocurrid en una yegua servida con caballo (Yegua 491,
Figura 4.9). En esta yegua las concentraciones de progesterona y de ¢CG siempre fueron muy
bajas, por lo que la muerte del feto pudo haberse debido a deficiencia de progesterona ocasionada

por falta de un apoyo luteotropico de parte de la ¢CG. La misma yegua posteriormente tuvo una
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gestacion a término en la que la progesterona siempre s¢ mantuvo en niveles bajos (similares a
los de gestacion de yeguas con embrion mula) y la eCG se mantuvo en niveles casi indetectables.
Esto sugiere que puede haber yeguas con predisposicion a evitar la formacion de copas
endometriales 0 a destruirlas prematuramente. La produceidn de ¢CG es una caracteristica muy
heredable (Manning, 1987), por lo cual se explica que la misma ycgua produzea bajos niveles de
¢CG y progesterona durante‘ diferentes gestaciones, lo que sugeriria que este tipo de yeguas no
deben ser seleccionadas para pie de cria, ya que su progenie también va a tener niveles bajos de
¢CG, que pueden poner en riesgo a la gestacion. Sin embargo, lo ocurrido en la yegua 491
también demuestra que la eCG no cs indispensable para mantencr una gestacion normal, ya que
esta puedc llevarse a cabo normalmente ain con la reducida funcion de un cuerpo lateo que no es
estimulado por la eCG (Figura, 4.10). Resulta interesante que en la yegua 491 la gestacion que se
perdid comenzo el primero de marzo, mientras que la gestacion completada con éxito comenzg el
primero de Julio. Aunque en ninguna de las dos se produjo eCG entre las semanas 6 y 8, y en
ambas las concentraciones de progesterona fueron mas bajas de lo normal, los niveles de ésta
ltima hormona durante las semanas 6 a 8 fueron mayores en la gestacion exitosa que en la
gestacion perdida. Esto puede sugerir que la ¢CG no es necesaria cuando la gestacion se inicia en
plena época reproductiva (por ejemplo Julio) , ya que en ese caso el animal puede producir
suficiente LH hipofisiaria para mantener una suficiente funcion litea, En cambio, cuando una
gestacion se inicia antes o despuds de la época reproductiva plena, podria ocurrir que la inhibicién
hipotdlamo-hipofisiaria caracteristica de éstas etapas (Ginther, 1992) resuitara en una secrecion
de LH insuficiente para estimular el cuerpo liteo, siendo entonces fundamental la secrecion de

eCG. Si la necesidad de eCG fuese estacional podria adquirir mayor sentido el hecho de que
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exista una hormona sin la cual la gestacion puede proscguir normalmente, como fue
aparentemente el caso de la yegua 491 y de varias yeguas servidas con burro. Seria intercsante
estudiar la incidencia de mortalidad embrionaria en ycguas servidas con burro al final de la época
reproductiva, de tal forma que la primera mitad de la gestacion transcurra durante la época de
anestro.  En el presente experimento todas las yeguas gestadas con burro fueron servidas durante
Junio y Julio, por lo que los primeros meses de la gestacion transcurrieron cn plena época
reproductiva,

Como ya se menciond, en el presente trabajo no se encontrd evidencia de mortalidad
embrionaria o fetal por falta de produccién de eCG, aunque no se descarta ¢l papel de una
respuesta inmune excesiva como causa de los tres aborto clasificados como “muerte fetal
primaria”. Otra causa de mucrte fetal primaria son los factores intrinsecos al embridn (genéticos,
cromosémicos). Las anormalidades cariotipicas no son tan comunes, mientras que los defectos
genéticos causan una pérdida embrionaria debido a una eliminacién normal de genotipos
defectuosos (Ball, 1993). La muerte embrionaria también puede dcbersc a alteraciones en el
medio ambiente uterino debidas a factores nutricionales o infecciosos (Sharp, 1995).

En el presente trabajo se encontré un caso de muerte embrionaria debida aparentemente a una
deficiencia litea primaria en una yegua servida con caballo (yegua 476, Figura 4.5). El embrién
muri6 en el dia 28, y la secrecién de progesterona siempre se mantuvo considerablemente por
debajo de lo normal, lo cual se ha asociado a una pérdida embrionaria espontanea (Ginther,
1985). Ginther (1986) concluyd que la falla litea primaria, aunque poco comim, puede ser una
causa de muerte embrionaria entre el dia 20 y 40 de la gestacion. Sin embargo, resulta interesante
que la misma yegua 476 tuvo posteriormente una gestacién completa a pesar de que también en

dicha gestacién también mantuvo niveles de progesterona por debajo de lo normal (Figura 4.6).
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La causa mds comun de muerte del producto, tanto en yeguas scrvidas con caballo (2 casos)
como en yeguas servidas con burro (4 casos) fue la regresion repentina (primaria) del cuerpo
liteo. En estos 6 casos los niveles hormonales fueron normales hasta la ultima vez que se
confirmo la viabilidad fetal (Figuras 4.7,4.11, 4.17, 4.18, 4.19, 4.20). En la siguiente examinacion
las concentraciones de progesterona habian disminuido dramaticamente, lo que se asocio con la
desaparicion de la vesicula embrionaria o la expulsion del producto. Una caida tan repentina en
las concentraciones de progesterona sugiere un proceso luteolitico activo, el cual puede deberse
entre otras causas a endometritis cronica (Daels et al, 1989), exposicion a endotoxinas (Dacls et
al, 1991), 0 a una falla del embrion para transmitir el mensaje que bloguea la liberacion de PGF2
alfa (Sharp, 1995). La secrecidn luteolitica de PGF2 alfa durante la gestacion puede producirse
como resultado de la absorcién de endotoxinas a partir del aparato gastrointestinal (célico,
infecciones por bacterias Gram negativas), o por la entrada de endotoxinas a partir de heridas
(Daels et al , 1991). La presencia de bacterias Gram negativas se asocia a la producciéon de
endotoxinas en enfermedades como enteritis, mastitis y endometritis (Daels et al, 1987). Las
endotoxinas son poderosos inductores de la secrecion de prostaglandina F2 alfa en diversos
drganos, por lo que provocan una elevacion en las concentraciones de PGF2 alfa circulante que
resulta en luteolisis (Daels et al, 1987). Se¢ ha demostrado que la administracién de endotoxinas
puede inducir el aborto en cerdas (Cort y Kindahl, 1990) y en yeguas (Dacls et al, 1987).

En la yegua 883 que tuvo mortalidad cmbrionaria ocurrio antes de formarse las copas
endometriales y con altos niveles de progesterona, por lo que la causa de la pérdida de gestacion

fue debida a gestacion gemelar,
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V1. CONCLUSIONES
En este trabajo se concluye que aunque las concentraciones de eCG circulantes en yeguas
servidas con burro son significativamente menores a las de las yeguas servidas con caballo, esto
no parece afectar la funcidn del cuerpo liteo hasta el punto de provocar la muerte embrionaria o
el aborto. La mayor parte de las pérdidas de gestacion se debieron a causas no endocrinas (muerte
fetal primaria) o a regresion repentina del cuerpo liteo probablemente debida a secrecion de

Prostaglandinas F2 alfa,
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