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. RESUMEN.

El objetivo del presente trabajo fue el de evaluar la resistencia del efecto
luteolitico que tiene la PGF2a sobre el cuerpo liteo en yeguas gestantes con
embrion caballo y yeguas gestantes con embrion mula, asi como el de evaluar las
concentraciones en los niveles hormonales de Progesterona (P,), Gonadotropina
Corionica Equina (eCG) y Sulfato de Estrona (E,SO,4) antes y después de
administrar 1 ml (5 mg) de PGF2a (Lutalyse) en el dia 90 de la gestacion. En este
estudio se utilizaron 14 yeguas gestantes con embrion caballo y 14 yeguas
gestantes con embrién mula, diagnosticadas mediante ultrasonido en el dia 15
post-ovulacion. En ambos grupos realizaron examinaciones semanales hasta
llegar al dia 90 de la gestacion, en las cuales se media la vesicula embrionaria y
se determinaba la viabilidad fetal (presencia de latido cardiaco y/o movimiento
fetal). Al llegar al dia 30 de la gestacién y hasta el dia 90 se obtuvieron 2 veces
por semana muestras sanguineas para la determinacion de las siguientes
hormonas: P4, eCG y E,SO,, con el objeto de evaluar la funcién de los cuerpos
luteos. Al llegar al dia 90 de la gestacién, a los grupos experimentales tanto de
yeguas gestantes con embrién caballo (n=7) como de yeguas gestantes con
embrion mula (n=7), se les aplicoé 1 ml (5 mg) de PGF2a natural (Lutalyse®) IM
(Intramuscular); minutos antes a la aplicacion de la PGF2a se les tomo6 a cada
yegua experimental una muestra de sangre para ver los niveles de P, eCG y
E,SO, antes de la aplicacién del tratamiento y posteriormente sangrados cada 12
horas durante 5 dias para observar el efecto de este luteolitico sobre los niveles
de P4, eCG y E»SO4 con una sola dosis. A los grupos controles de yeguas
gestantes con embrién caballo (n=7) y yeguas gestantes con embriéon mula (n=7),
se les administré 1 ml de SSF (solucion salina fisiolégica) y también se sangraron
antes de la aplicacion del tratamiento y posteriormente cada 12 horas durante 5
dias. Solo se presentd 1 aborto en el grupo experimental de yeguas gestantes con
embrion de mula. El promedio de los niveles hormonales tanto de P, eCG y E;SO4
en yeguas gestantes con embrion mula (tanto en el grupo control como en el
experimental), fueron por debajo comparadas con los grupos de yeguas gestantes

con embrion caballo.



II. ABSTRACT.

The objective of this research was to evaluate the resistance of the luteolytic
effect of PGF2a in the corpus luteum in pregnancy mares with stallion embryo and
donkey embryo, and evaluate the hormonal levels of progesterone (P4), equine
chorionic gonadotropin (eCG) and oestrone sulphate (ExSO,) before and after the
application of 1 ml (5 mg) de PGF2a (Lutalyse) in the 90 day of pregnancy. It used
14 pregnancy mares with stallion embryo and 14 pregnancy mares pregnancy with
donkey embryo detected by ultrasound in the 15 day of post-ovulation. In both
groups make weekly examinations at the 90 day, in wich been determinate the
fetal viability of the embrionary vesicle (heart beet and/or fetal movement. To 30 at
90 day of pregnancy, take 2 times per week blood samples to evaluate the
hormonal levels of P4, eCG and E,SO,, with the objective to evaluate the function
of the corpus luteum. In the 90 day of pregnancy, the experimental groups of
mares pregnancy with stallion embryo (n=7) and mares pregnancy with donkey
embryo (n=7) was apply 1 ml of natural PGF2a (Lutalyse®) via intramuscular (IM);
minutes after the application of the PGF2a take blood samples every experimental
mare to evaluate de levels of P4, eCG and E,SO, before the application of PGF2a,
and then every 12 hours within 5 days to evaluate the luteolytic effect in the levels
of P4, ecc and £2S504 with only one dose of PGF2a. The control groups, pregnancy
with embryo stallion (n=7) and pregnancy with embryo donkey (n=7), was apply
Iml of FSS (fisiological saline solution) and take blood samples before the
application of FSS and then every 12 hours within 5 days. The experimental group
constituted by mares pregnancy with donkey embryo, present only 1 abort. The
average of the hormonal levels of P4, eCG and E,SO,4 in mares pregnancy with
donkey embryo (experimental and control group), was more less than in the groups

of mares pregnancy with stallion embryo.



RESISTENCIA AL EFECTO LUTEOLITICO DE LA PGF2 a EN YEGUAS
SERVIDAS CON CABALLO Y CON BURRO

|. INTRODUCCION.

La muerte embrionaria o fetal es un importante origen de pérdidas econémicas
dentro de la industria equina, ya que en muchos paises se ha estimado que la
muerte presentada dentro de los 5 meses de la gestacién esta dentro del 13.5% vy
75% aquella ocurrida después del dia 75 de la gestacion (Jeffcott et al., 1987).

El aborto presente por parte de la hembra de cualquier especie, siempre sera
causa de preocupacion debido no solo al impacto econémico que éste pudiera
tener, sino también como sucede en los caballos, el impacto emocional por parte
de los propietarios (Izquierdo, 2006).

Las propiedades abortivas de la prostaglandina (PGF2a) fue inicialmente
demostrada en especies de laboratorios; la prefiez finalizé en el 100% de las ratas
cuando se les administré dosis 3 veces al dia de PGF2a (Gutknecht, Cornette y
Pharris, 1969). En humanos la PGF2a ha sido utilizada con diversos grados de
exito, esto con la finalidad de terminar con la prefiez (Hendriks, 1972).
Recientemente, otros experimentos han demostrado la eficacia que posee la
PGF2a en diversas especies animales. Una infusion intravascular de la PGF2a ha
demostrado terminar con la gestacion en vacas (Lauderdale, 1972), en cerdos
(Dile y Day, 1973) y cabras (Currie y Thorburn, 1973) (Douglas et al., 1974).

Desde varias décadas atras, se ha demostrado la propiedad luteolitica que
posee la PGF2a en las hembras prefiadas; por tal motivo, dicha prostaglandina se
ha utilizado para inducir el aborto en muchas especies (Douglas et al., 1975).

Existen muchas justificaciones para inducir el aborto en yeguas para
efectuarlas en diferentes etapas de la gestacion asi como en todas las especies
domésticas animales. El principal método utilizado para terminar con la prefiez en
la yegua es el uso de la PGF2a o sus analogos (Madej et al., 1987., Squires et al.,
1980; Douglas et al., 1974).



Existen aplicaciones practicas sobre la utilizacion de la PGF2a utilizadas
rutinariamente para controlar funciones reproductivas tales como: acortar el diestro
(Allen, 1982), tratamiento para una endometritis, acortar la funcion lutea y para
terminar con la prefiez induciendo el aborto en diferentes estadios de la gestacion
en las especies animales (Madej et al., 1987).

Se ha establecido que la pérdida de la prefiez se encuentra relacionada con
una disminucion en la produccién de la hormona progesterona, asi como también
por: 1) Insuficiencia renal primaria, 2) Lutedlisis debido a una inflamacion uterina
(endometritis) provocando liberacion de PGF2a, 3) Falla del embrién por prevenir
la lutedlisis y retornar al ciclo estral, 4) Lutedlisis debido a una endotoxemia y 5)
Estrés (Daels et al., 2004).

En todos los casos en donde se aplique la PGF2a, la concentracion de
progesterona en la sangre disminuye drasticamente al momento de administrarla y
se mantiene uniforme al momento de la expulsion del feto (Squires et al., 1993).
En las horas que preceden a esto, hay una secrecion sostenida de PGF2a, que
estd asociada a la actividad miometrial, lo que provoca la separacion de la
placenta de la superficie del endometrio y, por consiguiente, expulsion del feto. Al
parecer, la accién de la PGF2a es mayor en gestaciones tempranas, que es
cuando hay dependencia de secrecidén de progesterona por parte del cuerpo Iuteo.
Alrededor del dia 70-80 de gestacion, la contribucion fetal de progesterona parece
suficiente para mantener la prefiez (Saint-Dizier et al., 2007).

Cuando la PGF2a se administra en la etapa del diestro en la yegua, resulta
en una disminucion de los niveles de progesterona entre las 12 y 24 horas,
provocando lutedlisis (Schawrz et al., 2007). Cuando se aplican tratamientos con
PGF2a en el dia 32 de la gestacion, se detecta disminucion de la progesterona en
el suero 1 a 3 horas después. En otro estudio realizado una administracién de
PGF2a en pony prefiados, provocé el aborto durante el primer tercio de la
gestacion; sin embargo multiples tratamientos con PGF2a fueron requeridos para

inducir el aborto durante el segundo trimestre (W van Leewen. et al., 1983).



La dosis de prostaglandina que no induce una lutedlisis completa provocara
reduccion temporal de la funcion litea, lo que se juzga por las concentraciones
sanguineas de progesterona. Los efectos colaterales inmediatos de la
sobredosificacion con PGF2a y sus analogos se han documentado ampliamente e
incluyen: sudoracion, hiperglucemia, incoordinacién locomotora, hipertermia,
disnea e hipermotilidad gastrica (Nelly et al., 1990).

La duracién del pico de prostaglandina es de 1 a 4 dias, y con su primera
elevacion inicia la lutedlisis, apareciendo a las 3 a 5 horas siguientes un descanso
marcado en la concentracion de progesterona. Una liberacion mayor de PGF2a
ocurre luego de que la lutedlisis ha comenzado, con el propdsito tedrico de
asegurar una lutedlisis completa. Aproximadamente el periodo de duracién de la
lutedlisis es de 40 horas (Hafez, 2000).

Douglas et. al., (1974) reportaron que el total de 13 ponys hembras
abortaron, cuando se les administré una inyeccion con 2.5 mg de PGF2a cuando
se les dosific a intervalos de 12 horas a cada una. Sin embargo, una inyeccion de
2.5 mg administrada en el dia 100 a 150 provocé aborto en tan solo 5 de las
yeguas (Douglas et. al, 1974), pero el tratamiento de las yeguas gestantes con
una sola inyeccion con 1.25 mg de PGF2a en el dia 32 resulté con término de la
prefiez en cada una de las 4 yeguas (Kooistra y Ginther, 1976) (Squires et al.,
1980; Kooistra et al., 1976).

El objetivo del presente trabajo de investigacion es comparar la resistencia
del efecto luteolitico de la PGF2a en yeguas gestantes con embrion caballo y
yeguas gestantes con embriébn mula, asi como comparar las concentraciones en
los niveles hormonales de P4, eCG y E,SO,4, antes y después de la aplicacion de la
PGF2a. Se comparo la incidencia de abortos en los grupos experimentales de
yeguas gestantes con embrién caballo y yeguas gestantes con embrion mula,
después de la administracion de una sola dosis de PGF2a natural (5 mg de
Lutalyse) en el dia 90 de la gestacion que normalmente no causa el aborto en
ésta etapa de la gestacion cuando se aplica a yeguas gestantes con embridén de

caballo.



Il REVISION DE LITERATURA

1. Control Enddcrino de la Reproduccion en la Yegua

La yegua es una especie que solo muestra estros o receptividad sexual
durante la época de la primavera y verano (Bokor et al., 2003) en donde los dias
tiene mayor cantidad de horas luz y disminuye cuando la cantidad de horas luz es
menor (Donadeu et al., 2007), es decir, es una especie poliéstrica estacional;
estos meses son de Marzo a Noviembre, pero cada una tiene variaciones dentro
de su ciclo (Kooistra et al., 1975). Durante la temporada reproductiva, la yegua
muestra una serie de estros espontaneos con intervalos regulares. Los ciclos
estrales en la yegua comienzan en la pubertad y tiene una duracion de 21 dias
(pudiendo prolongarse hasta 24 dias) (Purohit et al., 1999). Cada uno de estos
ciclos es un patron de eventos tanto fisiolégicos como de comportamiento,
controlados hormonalmente y divididos en dos periodos: el estro en la cual la
yegua muestra gran receptividad sexual, durante 4-5 dias y el diestro en el cual la
yegua cesa su comportamiento receptivo el cual dura aproximadamente 16 dias
(cada yegua tiene variaciones en los dias). El estro se ve afectado por la etapa
temporada reproductiva (Mina et al., 1993).

Tradicionalmente se sostenia que el control del ciclo estral era efectuado
exclusivamente como funcion endocrina, mediante hormonas hipofisiarias (Nelly et
al., 1990), excretandose en la circulaciébn para estimular los ovarios. En la
actualidad, nuevos estudios han demostrado que la hipdfisis esta controlada por
sefales originadas en el cerebro y el medio ambiente (Ball, 2005).

El comienzo de la etapa reproductiva sucede cuando las horas luz son
suficientes para suprimir el reflejo inhibitorio producido por la melatonina sobre la
liberacion de GnRH (Tortonese et al., 2001). Los primeros ciclos del afio suelen
ser irregulares, adquiriendo mas regularidad en cuanto a duracion, a medida que
avanza la estacion reproductiva. La liberacion de GnRH es continua con pulsos
adicionales cada 2 horas en diestro y dos pulsos cada hora en estro. En la yegua
puede ocurrir una o dos ondas foliculares mayores por ciclo estral ya que las

concentraciones de FSH puede ser secretada siguiendo un patrén uni o bimodal.



Cuando es secretada por un patron bimodal presenta aumento plasmatico del dia
3 al 5 y un segundo aumento entre los dias 11 a 13 del ciclo. M&s entrada la etapa
reproductiva, la FSH puede tener un patrén de secrecion unimodal, aumentando
solamente una sola vez por ciclo. A diferencia de la transicion, en la temporada
reproductiva sélo ocurren ondas foliculares mayores, ya que siempre se produce
un foliculo dominante. Segun el momento del ciclo en que se producen las ondas
foliculares, se subclasifican en onda mayor primaria y onda mayor secundaria. Se
define como onda mayor primaria el grupo de foliculos que daran origen a la
ovulacion estral. La ovulacion ocurre entre 24-48 horas antes de que finalice el
estro. La onda mayor secundaria es la activacion y diferenciacion de foliculos
terciarios cuyo foliculo dominante adquiere su mayor tamafio durante el diestro.
Comienza a observarse ecograficamente al final del estro del ciclo anterior. La
onda mayor secundaria varia su incidencia segun la raza y en general se observa
con mayor frecuencia al comienzo de la etapa reproductiva anual, ya que la FSH
no siempre tiene una modalidad de secrecién bimodal. La yegua es una de las
especies domeésticas que puede ovular con concentraciones altas de
progesterona. Por lo tanto, a diferencia de otras especies, el foliculo dominante de
la onda mayor secundaria puede llegar a ovular (ovulacion diestral). Si esta
ovulacion ocurre alrededor del dia 10 del ciclo, al producirse la liberacién del
endometrio de PGF2a, se producira la lisis del cuerpo luteo diestral al mismo
tiempo que el cuerpo Iateo primario. En cambio si la ovulacion diestral ocurre mas
tardiamente no podra responder a la liberacién de PGF2a y persistira alargando la
duracion normal del diestro, formando un cuerpo lateo persistente (Gigli et al.,
2006).

1.1 Control Enddcrino del Ciclo Estral.

El control enddcrino del ciclo estral de la yegua esta gobernado por el eje
hipotalamo-hipofisis-gonada (Mina et al., 1993).

La luz es un estimulo externo que puede afectar los ovarios por medio de
mecanismos neuroendocrinos (Nequin et al., 1990). Los conocimientos actuales

indican que aumentando la duracion de la exposicion a la luz, la retina del ojo



inicia un estimulo nervioso, que es transmitido via nervio optico, pero separado de
las fibras comunes de la vision. Este estimulo nervioso atraviesa el ganglio
cervical superior y llega a la epifisis (glandula pineal). Esta se ubica
profundamente entre los 2 hemisferios cerebrales y actia como un transformador
que convierte el impulso nervioso que ingresa, en una descarga hormonal. La
hormona epifisaria (melanotonina) (Guillaume et al., 1991), ejerce un efecto
depresivo o antigonadal sobre los ovarios. La tasa de sintesis o liberacion de esta
hormona parece estar relacionada en forma inversa con la duracion de las horas
luz. Esto es, que aumentando la cantidad de horas luz (Amir et al., 1985), resulta
en una disminucién de la liberacién de melanotonina, y viceversa. La melanotonina
exégena ha demostrado reprimir la cantidad de GnRH en el hipotadlamo de la
yegua. También se demostréo que la glandula pineal de la yegua produce mas
cantidad de melanotonina durante los meses de invierno, que es cuando la
cantidad de horas luz es menor (Nelly et al., 1990).

Las principales hormonas que participan en el ciclo estral de la yegua son la
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) (Zelli et al., 2006), que actia sobre
la hipofisis anterior para estimular la liberacion de la hormona foliculo estimulante
(FSH) y hormona luteinizante (LH). Este hormona promueve a su vez el desarrollo
folicular y la secrecién de estrogenos (Zarcoy Boeta, 2000).

Conforme aumentan los dias largos en la yegua, la pituitaria produce una
mayor cantidad de LH y FSH. La liberacion de la LH es de forma pulsatil (Evans et
al., 1979) y su frecuencia se aumenta desde 0.38 hasta 4.74 pulsos/dia en el
momento en que las yeguas finalizan su anestro y hasta su primera ovulacién
(Mina et al., 1993).
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FIG 1. Eje Hipotalamo-Hipofisis-Gonada y su distribucion en la yegua (Mina et al., 1993).

Cuando la yegua se encuentra en dias con gran cantidad de horas luz, produce
liberacién de GnRH. Esta liberacién se da de forma pulsatil y pasa directamente al
sistema porta, pasando directamente a la pituitaria anterior. En respuesta a la
produccion de GnRH, se producen gonadotropinas: LH (Hormona Luteinizante) y
FSH (Hormona Foliculo Estimulante), para llegar a su érgano blanco que en este
caso es el ovario (Samper et al., 2007).

Aunque los cambios fisioldgicos que ocurren en la transicion de otofio no estan
tan definidos como en el resto de las etapas anuales, se puede afirmar que
durante el otofio ocurren cambios paulatinos que van a terminar temporalmente
con la activacion de foliculos antrales y el mecanismo de la ovulacion. Irvine et al
(2000) observaron que la FSH vuelve a tener un patrén bimodal se secrecién
como en el inicio de la temporada reproductiva con un pulso cada dos dias. Las
concentraciones sérica de la LH disminuye mas rapidamente luego de su aumento
pre-ovulatorio y finalmente no logra alcanzar los niveles necesarios para

desencadenar la ovulacion (Gigli et al., 2006).



1.1.1 Hormona Foliculo Estimulante y Hormona Lutein izante.

La hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH) son
glicoproteinas producidas por la hipdfisis (Dalpathado et al., 2006), estan formadas
por las subunidades a y . La subunidad a es especifica de especie; la subunidad
B determina la funcién biolégica de cada hormona (Samper et al., 2007).

La FSH es la responsable del desarrollo del foliculo (Mc Cue et al., 2007). Pasa
a través del sistema circulatorio de la yegua y alcanza concentraciones desde 4
ng/ml hasta llegar alcanzar los 9 ng/ml (Bearden et al., 1995). Esta hormona es la
responsable del crecimiento de los foliculos antrales. El 93% de las veces, el
primer foliculo en aparecer con un tamafio de 20 mm de diametro, se convierte en
el foliculo dominante (Ball, 2005). Las células de la teca interna de los foliculos
terciarios responden al estimulo de la FSH produciendo andrégenos y estimulando
la accion de la enzima aromatasa en las células de la granulosa y transformando a
los andrégenos en estradiol. Bajo la influencia de la FSH, las células de la
granulosa se dividen por mitosis, incrementando las capas que rodean al ovocito |
y aumentando el tamafo folicular. La FSH junto con el estradiol estimula la
formacion de la cavidad antral y la expresion de receptores para LH en las células
de la granulosa del foliculo preovulatorio. La FSH también cumple un rol en el
proceso de la ovulacion al estimular la secrecion del activador del plasmindégeno
por parte de las células de la granulosa (Gigli et al., 2006). Se ha establecido que
conforme va creciendo el foliculo las concentraciones de esteroides del fluido
folicular cambian, y en la esteroidogénesis de las células de la granulosa existe
expresion enzimatica durante la fase folicular (Belin et al., 2000).

Las concentraciones tonicas de LH y FSH son controladas por
retroalimentacion negativa desde las génadas. La concentracion tonica de la LH
en la sangre no es estable, sino que muestra oscilaciones mas o menos cada
hora. Conforme avanza el ciclo estral de la yegua se va secretando cada vez
mayor cantidad de FSH, lo que hace que los foliculos crezcan cada dia en la
yegua aproximadamente 5 mm. Conforme se va acercando el dia de la ovulacion
comienza a secretarse mas frecuentemente la LH para que el foliculo ovule

(Ginther et al., 2004). Este mensaje de la ovulacion es secretado por la pituitaria,



incrementandose la amplitud de los impulsos (Fitzgerald et al., 1985). Los
receptores de la Hormona Luteinizante se encuentran en las células de la teca.
Los niveles de la LH comienzan a elevarse (Pattison et al., 1974) desde niveles
basales <3 ng/ml con una frecuencia pulsatil de 1.4 pulsos/24 horas durante varios
dias hasta finalizar el estro. Después de la ovulacién se han reportado niveles que
alcanzan los 10-16 ng/ml (Bearden et al., 1995). La funcion de la LH es reiniciar la
meiosis en el foliculo preovulatorio, desencadenar la ovulacién y controlar el
desarrollo y mantenimiento del cuerpo luteo. Ejerce su accion uniéndose a
receptores de membranas en las células de la granulosa y tecales del foliculo
preovulatorio. Produce un aumento del AMPc via adenil ciclasa, estimulando la
conversion de colesterol en pregnenolona y desencadenando los sucesos de la

ovulacion (Gigli et al., 2006).
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FIG 2. Variaciones en las concentraciones plasméticas de la Hormona Foliculo
Estimulante en la yegua no gestante (Mina et al., 1993).
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FIG 3. Variaciones en las concentraciones plasmaticas de la Hormona Luteinizante en
la yegua no gestante (Mina et al., 1993).

1.1.2 Progesterona.

Con la ovulacion del foliculo, se forma el cuerpo luteo debido a que el lumen
del foliculo fue lisado y el fluido folicular fue liberado. El tejido Iateo secreta
progesterona, la cual regula la vida media del cuerpo luteo (Oxender et al., 1974).
Los niveles de la P4 (Progesterona), comienzan a elevarse 24-48 horas posteriores
a la ovulacion del foliculo. Las concentraciones maximas (10 ng/ml) se alcanzan 5-
6 dias después de la ovulacion y estos niveles son mantenidos hasta el dia 15-16
del ciclo estral. Si la yegua no queda gestante, los niveles de progesterona
disminuyen drasticamente (Ginther et al., 2007) 3-4 dias antes de presentar el
siguiente ciclo estral, esto por accion de la PGF2a (Mina et al., 1993); ésta
liberacién reduce los niveles de P, (Acosta et al., 2007) durante las siguientes 3-4
horas (Handler et al., 2004). La vida media del cuerpo lateo primario es sostenida
por la regulacién de los receptores de oxitocina en el endometrio, para prevenir la
lutedlisis y la consiguiente disminucion en los niveles de progesterona (Allen et al.,
1974); alrededor del dia 40 de la gestacion se forman los cuerpos lateos

secundarios los cuales se desarrollan como resultado por accion de liberacion de
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gonadotropinas de la pituitaria (FSH) y gonadotropina corionica equina (eCG).
Alrededor del dia 100 de la gestacion, el corionalantoideo secreta gran cantidad de
progesterona y progestagenos directamente del endometrio , y en la Ultima
semana de la gestacion, las glandulas adrenales del feto, secretan grandes
cantidades de pregnenolona las cuales son utilizadas por la placenta para
sintetizar progestagenos (Allen, 2001).

-
r
|

-
IS » o =
\ | | |

Progesterone Concentration {ng/mi)

nN
|

t
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 21

|""’| Time (Days) |-— Oestru s—-l
Ov. Owv.
Qestrus

FIG 4. Variaciones en las concentraciones plasmaticas de la Progesterona en la yegua
no gestante (Mina et al., 1993).

1.1.3 Prostaglandina F2 a.

Esta hormona es ampliamente utilizada como una herramienta para el control
biotecnolégico en las funciones reproductivas y terapéuticas en la yegua, asi como
en otras especies. Su efecto luteolitico (Daels et al., 1996) es utilizado durante la
etapa del diestro y asi poder acortar el intervalo entre estros y ovulaciones (Martin
et al.,, 1981). Se ha establecido que la administracion de 5 mg de PGF2a
administrada intramuscularmente durante la fase latea, induce el retorno al estro
(Kaneko et al., 1995). Ha sido bien estudiado que con dosis subterapéuticas se
puede terminar con la gestacibn en etapas tempranas de la gestacion

(Wustenhagen et al., 2002); inclusive se ha establecido que a dosis de 0.5 mg
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administrada por la técnica de acupuntura en el espacio sacro-lumbar de la yegua,
es igualmente efectiva para inducir luteolisis en la segunda fase luteal (Alvarenga
et al., 1998). La PGF2a es dificil medirla en el sistema circulatorio debido a que
tiene una vida media muy corta y su liberacion es de forma pulsatil. Esta hormona
se eleva entre el dia 14 y 17 después de de que haya ocurrido la ovulacion (Neely
et al., 1979); sin embargo, los metabolitos de la prostaglandina tienen una vida
media mas larga y son mucho mas faciles de medir en la circulacién. Es bien
sabido que la prostaglandina de libera del endometrio de la yegua provocando
regresion del cuerpo lateo, haciendo niveles de la P, disminuyan (Alcantara et al.,
2005). En el caso de la yegua, su arteria ovarica no esta en contacto con la vena
uterina como en el caso de la vaca, por lo que la prostaglandina tiene que recorrer
por todo el sistema circulatorio para ser degradada (Wustenhagen et al., 2002).
Desde hace mucho tiempo se ha establecido el poder luteolitico de la
prostaglandina F2a, ya que antes de aplicarla intramuscularmente en yeguas, se
han encontrado valores de 13.6 ng/ml y 12-24 horas posteriores a su aplicaciéon

los valores han descendido hasta por 1 ng/ml (Enbergs et al., 1978).
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FIG 5. Variaciones en las concentraciones plasméticas de la PGF2a y P, en la yegua
no gestante (Mina et al., 1993).
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En el siguiente cuadro observamos en los niveles de hormonas que participan
durante un ciclo estral en la yegua:

_______ LH ——— FSH
Oestradial 173 — — PGF2«
.......... Progesterone

Plasma Hormone Concentration

Time (Days)

FIG 6. Resumen de la concentracion de hormonas plasmaticas y sus cambios durante el
ciclo estral en la yegua no gestante (Mina et al., 1993).

2. Biosintesis y Metabolismo de la PFG2 a

La PGF2a pertenece a la familia de acidos grasos de 20 carbonos, ésta se
deriva del acido araquidonico que se libera por la ruptura de las membranas de los
fosfolipidos en muchas células como respuesta a estimulos, enddécrinos, neurales
y fisicos. La hidrdlisis de la membrana de los fosfolipidos, resulta en la liberacion
del acido araquiddnico, la cual es una reaccidbn enzimatica mediada por la
fosfolipasa A. El acido araquidonico libre es el precursor de las prostaglandinas y
tromboxanos, sintetizado via ciclo-oxigenasa y leucotrienos. La prostaglandin
sintetasa es el complejo enzimal microsomal el cual convierte el acido
araquidonico a prostaglandina. En la primera etapa, el acido araquidénico es
convertido a endoperoxido PGG; via ciclo-oxigenasa. El prostaglandin G, luego es

convertido a PGH; por la peroxidasa. Subsecuentemente, la PGH, es reducida a
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PGF.a por la enzima PG-endoperoxido reductasa o convertida u otros derivados
de prostaglandinas como tromboxanos, prostaciclin y PGE; (Daels et al., 1989).

Las prostaglandinas enddgenas y los tromboxanos son rapidamente
metabolizados, principalmente en los pulmones, higado y rifiones y en su sitio de
produccion. Como es conocido, en todas las especies la PGF,a es metabolizada
primero en 15-ceto-PGF,a. En la yegua , el primer metabolito en el plasma es la
15-cetodihidro-PGF,a, la cual tiene una vida media aproximadamente en el
plasma de 5 minutos y después se degrada a metabolitos de 11-cetotetrano PGF;
estos metabolitos tienen una vida media plasmatica de aproximadamente 1.5
horas. En el plasma, la concentracién basal de los metabolitos de 11-cetotetrano
PGF es aproximadamente 10 veces mayor que los de la 15-cetodihidro PGF,a. En
la orina, la concentracion basal de la 15-cetodihidro PGF,a y de los metabolitos de
la 11-cetotetrano PGF son alrededor de 50 a 200 veces mas altas
respectivamente, que en el plasma (Silver et al., 1979). En una etapa tardia en la
gestaciéon en la yegua el metabolismo de la PGF,a es diferente tanto en el
compartimiento materno como en el fetal, ya que la vida media de la PGF.a puede
ser mayor en el compartimiento fetal que en el materno. En el plasma fetal, las
concentraciones de la PGF,a son menores comparadas en las que se encuentran
en el compartimiento plasmatico materno (Daels et al., 1989).

Las propiedades abortivas de la prostaglandina fueron inicialmente
demostradas con diferentes especies animales de laboratorio, en donde las
gestaciones se perdian al 100% en ratas cuando se les administraba 3
inyecciones diarias de PGF,a (Douglas et al., 1974). En la yegua no gestante, las
prostaglandinas son secretadas desde el endometrio alrededor del dia 14 6 15 del
ciclo estral (Wustenhagen et al., 2002).

Después de una sola inyeccion de PGF,a, durante la mitad de la gestacion en
la yegua, los niveles de progesterona circulante disminuyeron a niveles basales
después de 36 horas. Otros estudios en especies no equinas, indican que la
lutedlisis esta asociada con una reduccion en el flujo sanguineo Iuteo. En yeguas,
las concentraciones de progesterona y el flujo sanguineo ovarico estan

relacionados (Ginther et al., 2007).
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2.1Rol de la PGF »a en el ciclo reproductivo de la yegua.

La PGF,a es un agente luteolitico que desencadena el término de la gestacion
en yeguas que tienen mas de 40 dias de gestacion (Daels et al., 1995). En yeguas
no gestantes, la vida media del cuerpo IUteo es controlada por la liberacion de la
PGF,a del endometrio entre el dia 13 y 16 post-ovulacion. La lutedlisis funcional
(disminucion de la secrecion de la progesterona) ocurre por arriba de las 40 horas.
La primera liberacion de la PGF,a precede la primera disminucion en las
concentraciones de progesterona aproximadamente 3-4 horas las cuales son
seguidas de una mayor liberacion de prostaglandina durante la lutedlisis (Daels et
al., 1989). En la yegua gestante, el embrion tiene gran movilidad entre el dia 11 y
14 post-ovulacion, esto con la finalidad de asegurar la distribucion de la sustancia
antiluteolitica en todo el endometrio y asi evitar la liberacion endometrial de la
PGF.a y asegurar la luteostasis necesaria para el mantenimiento de la gestacion.
Mas adn el embrién comienza a secretar una prostaglandina llamada PGE; desde
el dia 5 post-ovulacion con la finalidad de relajar las fibras circulares musculares
del oviducto y el embrion pueda pasar al Utero atravesando la papila Utero-tubal
(Stout y Allen, 2001).

En la yegua gestante, la presencia de la concepcién alarga la vida media del
cuerpo luteo, permitiendo que siga existiendo un soporte progestacional y asi
continte la gestacion. Generalmente se ha aceptado que el reconocimiento de la
gestacion se efectla en los dias 14-16 post-ovulaciéon; sin embargo, recientes
observaciones han sugerido que el embrién tiene un efecto luteostatico entre los
dias 11 y 13 post-ovulacion. Bazer y Thatcher (1977), han propuesto que la
liberacion de la prostaglandina en animales gestantes es redirigida hacia el lumen
uterino (secrecién exdgena) seguidosl4 dias post-ovulacién. Sin embargo, esto no
se ha confirmado para la yegua, aunque sabemos que las concentraciones
intraluminales de PGF.,a son disminuidas alrededor de dia 14 post-ovulacién en
yeguas ponies gestantes. La secrecion pulsatii de la PGFqa, la cual es
normalmente observada en yeguas no gestantes estd ausente durante la

gestacién. Varios autores han determinado que la alta afinidad que tiene la PGF,a
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por el cuerpo Iiteo es similar tanto en yeguas gestantes como en yeguas no
gestantes en el dia 12 post-ovulacién y mucho mayor en yeguas gestantes entre el
dia 16 y 18 post-ovulacion (Daels et al., 1989).

Existe un aumento en la produccién de prostaglandinas en el ultimo trimestre
de la gestacion de la yegua. Se han reportado altas concentraciones de 15-
cetodihidro PGF.,a (2-10 ng/ml) en los 10 dias posteriores al parto.
Aproximadamente 2 horas antes de la liberacion de la 15-cetodihidro PGF,a las
concentraciones comienzan a elevarse (aproximadamente 150 ng/ml). Después de
la liberacion las concentraciones comienzan rapidamente a disminuir alrededor de
0.2 ng/ml (Stewart et al., 1984).

3. Desarrollo del Cuerpo Luteo.

Las células de la granulosa y de la teca que estan en el foliculo, producen
estrogenos de manera coordinada. Las células de la teca expresan las enzimas
necesarias para convertir el colesterol en andrégenos, pero carece de las enzimas
necesarias para convertir para convertir los andrégenos en estradiol. Por el
contrario, las células de la granulosa producen progesterona pero son incapaces
de convertir la pregnenolona o la progesterona en androgenos. Por ello, los
andrégenos producidos en la teca son aromatizados a estradiol por las células de
la granulosa. Lo oleada preovulatoria de LH provoca luteinizacion de las células de
las granulosa y la teca y altera la via esteroidogénica, de modo que después de la
luteinizacién, la progesterona es la principal hormona esteroide producida por
cada uno de esos tipos celulares. La sintesis de progesterona es la via
esteroidogénica mas compleja en el ovario (Niswender et al., 2000).

A las 10-12 horas posteriores a la ovulacion, el cuerpo liteo de la yegua ya
produce altas concentraciones de progesterona. Esto es deberia a la alta
concentracion sérica de LH postovulacion. La LH actia manteniendo la
funcionalidad del cuerpo luteo (Gigli et al., 2006).
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FIG 7. Via de la biosintesis de la progesterona en una célula lutea. Tres fuentes de
colesterol se pueden utilizar como substrato: 1) lipoproteina de baja densidad (LDL), 2)
lipoproteina de alta densidad (HDL), 6 3) hidrdlisis de ésteres de colesterol almacenadas
por la colesterol esterasa. El colesterol libre es transportado a la mitocondria
aparentemente con involucramiento de citoesqueleto. El colesterol es entonces
transportado a la membrana mitocondrial exterior a la interior. (4), lo cual parece
involucrar a la proteina regulatoria aguda esteroidogénica (StAR). El colesterol se
convierte en pregnenolona por la enzima P-450 side-chain cleavage (P-450sy.); 5),
transportada fuera de la mitocondria, y convertida a progesterona por la 3B-
hidroxiesteroide deshidrogenasa/A®, A* isomerasa (38-HSD;6); la cual esta presente en el
reticulo endoplasmico liso. La progesterona parece difundirse a partir de la célula lutea
(Niswender et al., 2000).

La diferenciacion en células capaces de producir progesterona en altas
proporciones se acompafia por un aumento en la expresion de las enzimas
necesarias para la conversion de colesterol a progesterona, por ejemplo el
complejo citocromo P-450 de segmentacion de la cadena lateral de colesterol —
side-chain cleavage- (P-450s.) y la 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa / A°, A*

isomerasa (3B-HSD), y en la disminucidon en la expresion de las enzimas que
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convierten la progesterona a estrégenos, por ejemplo el citocromo P-450 17a-
hidroxilasa y la citocromo P-450 aromatasa (Niswender et al., 2000).

Las células luteales derivadas de la teca y de la granulosa dan origen a dos
tipos distintos de células que difieren morfoldgica y fisioldgicamente (Levine et al.,
1979). En la mayoria de los mamiferos no primates las células derivadas
principalmente de células de la granulosa han sido designadas como células
lteas grandes (LLC), y las de las células tecales han sido designadas como
células luteales pequefias (SLC). Ademas de las células esteroidogénicas, el
cuerpo luteo contiene células endoteliales, fibroblastos, pericitos y células de
origen sanguineo. Las células lutein-granulosas permanecen separadas de las
células lutein-tecales, y algunas de las membranas foliculares basales parecen
permanecer, formando una barrera entre las células lutein-granulosa y lutein-
tecales. En contraste, el tejido folicular se reorganiza extensamente durante la
migracion de las células tecales, fibroblastos y células endoteliales durante el
desarrollo del cuerpo Iuteo de la mayoria de los mamiferos no primates. En estas
especies las células del cuerpo lateo estan intercruzadas, de manera que las LLC;
SLC, fibroblastos y células endoteliales estan en gran proximidad una con otra
(Samper et al., 2007).

La proliferacion de células endoteliales es un requisito para la
neurovascularizacion durante el desarrollo Iuteo, lo que provoca la extensa red
capilar del cuerpo lateo. La limina vascular es el 22% del volumen total del cuerpo
liteo, lo cual es consistente con la tasa de flujo sanguineo (6-10 ml.gt.min™?) al
cuerpo lateo que excede la de otros tejidos. Ademas, la mayoria de las
membranas de las células luteales estan directamente adyacentes a los capilares
(59%) o al espacio intersticial (37%), en proximidad cercana a los capilares (Mina
et al., 1993).
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4. Via Esteroidogénica Lutea
4.1 Substratos Esteroidogénicos.

El substrato para la esteroidogénesis es el colesterol. Bajo condiciones
normales, la mayoria del colesterol se sintetiza en el higado y es transportado a
organos esteroidogénicos (corteza adrenal, foliculo, cuerpo luteo y testiculos) en
forma de lipoproteinas. Las lipoproteinas de baja y alta densidad (LDL y HDL), son
las fuentes mas comunes de colesterol utilizadas en la produccion de hormonas
esteroides en el cuerpo luteo. Parecen existir algunas diferencias de especie en su
preferencia para LDL o HDL, pero las células luteales de la mayoria de las
especies pueden utilizar cualquiera. La absorcién de las LDL en las células
luteales ocurre por endocitosis mediada por receptores. Esta via es eficiente, ya
que cada molécula de LDL contiene al menos 2,500 moléculas de colesterol. Una
vez internalizadas, los endosomas se combinan con lisosomas, donde la LDL se
disocia de su receptor y es degradado, dejando colesterol libre disponible para
cada célula. El receptor de la LDL se recicla o se degrada. La absorcion de las
HDL extracelulares se presenta después de unirse a una proteina de union de
HDL unida a una membrana plasmatica, y el colesterol se transporta al interior de
la célula por un mecanismo no definido que no parece ser la endocitosis mediada
por receptores. Una vez que el colesterol libre esté en el citosol de la célula, puede
usarse para la esteroidogénesis o para la formacion de membranas celulares, o
puede ser esterificado con acidos grasos para formar ésteres de colesterol, por la
enzima colesterol ester sintetasa y ser almacenado. Los ésteres de colesterol con
frecuencia forman gotas de lipidos que han sido referidos como una caracteristica
morfologica de los tipos celulares esteroidogénicos. La enzima colesterol esterasa
hidroliza los ésteres de colesterol almacenados y los deja libres para uso de la
célula. Este es uno de los pasos en la esteroidogénesis que esta controlado de
manera precisa por vias de segundo mensajero. La enzima colesterol esterasa es
activada cuando es fosforilada por la proteina cinasa A (PKA) (Niswender et al.,
2000).
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4.2 Transporte de Colesterol.

La sintesis de todos los esteroides depende del transporte del colesterol a la
mitocondria y después, de la membrana mitocondrial exterior a la interior, donde el
complejo enzimatico colesterol scc, segmenta la cadena lateral del colesterol para
formar pregnenolona (Boerboom et al., 2001). El primer paso en este proceso (el
transporte de la membrana mitocondrial externa), parece requerir un citoesqueleto
intacto, ya que los inhibidores del funcionamiento de los microtubulos vy
microfilamentos evitan la acumulacién de colesterol en la mitocondria. El estado
de fosforilacion de las proteinas citoesqueléticas probablemente influencia la tasa
de transporte de esterol. Las proteinas de union de esterol también parecen jugar
un papel importante en el transporte del colesterol a la mitocondria. La
estimulacién de la esteroidogénesis por hormonas trépicas mejora el transporte
del colesterol a la mitocondria. A sido bien estudiado en ratas el caso de los
ovarios, ya que la mitocondria de los ovarios convierte la 3H-25-hidroxicoloesterol
a pregnenolona y luego a progesterona (Toaff et al., 1982). El paso limitante en la
via esteroidogénica parace ser el transporte del colesterol de la membrana
mitocondrial externa a la interna. Este paso también parece ser el sitio principal de
regulacion positiva y negativa de la esteroidogénesis, por sistemas de segundos
mensajeros. Se ha demostrado anteriormente que la estimulacion de la via
esteroidogénica por las hormonas trépicas, requiere la sintesis de una proteina de

vida corta (Niswender et al., 2000).

4.3 Conversién de Colesterol a Pregnenolona.

Una vez transportado a la matriz mitocondrial, las acciones de la P-450¢, la
adrenodoxina y la adrenodoxina reductasa dividen la cadena lateral del colesterol
para formar pregnenolona. La pregnenolona entonces se transporta al reticulo
endoplasmico liso, donde la 33-HSD convierte la pregnenolona a progesterona.
Aunqgue la progesterona es la principal hormona esteroide secretada por el cuerpo
luteo, dependiendo de las especies y el estado reproductivo se pueden secretar
esteroides adicionales en cantidades significativas (Rodger et al., 1998). La

pregnenolona Ps son metabolitos que se encuentran presentes en el plasma
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sanguineo de yeguas gestantes (Ousey et al., 2005); sin embargo actualmente es
muy poco lo que se ha investigado a cerca de la ontogenia, distribucion y
porcentajes de la produccion de progestagenos uteroplacentales en la yegua
gestante asi como su duracion durante la segunda etapa de la gestacion (Ousey
et al, 2003). Este precursor de la progesterona, la pregnenolona (Ps), es producido
por el feto y rapidamente metabolizado por la placenta y el endometrio a P4 y otros
metabolitos como 5a-pregnano-3,20-diona (5-a-DHP); este metobolito entra de
nueva cuenta a la circulaciéon y es metabolizado tanto por la placenta como por el

feto y es excretado dentro de la circulacion materna (Ousey et al., 2001).

4.4Regulacion Tropica de la Funcion Latea.

Las hormonas luteotrOpicas son las que sostienen el crecimiento y/o
funcionamiento del cuerpo ldteo. Durante una fase latea normal, el cuerpo luteo
aumenta su tamafio y su capacidad de secretar progesterona (Ferreira-Dias et al.,
2007). Una vez que el cuerpo luteo ha alcanzado su tamafio maduro y su maximo
potencial de secrecion de progesterona, la funcion litea se mantiene cierto tiempo
dependiendo de la especie y si el animal no queda gestante, debe darse una
regresion latea para permitir la nueva ovulacion y que se presente otra
oportunidad para una nueva gestacion (Ginther et al., 2006).

La concentracion de progesterona sérica depende de la cantidad de tejido
esteroidogénico, de su capacidad de secretar progesterona y el flujo sanguineo.
La cantidad de tejido esteroidogénico depende del nimero, asi como el tamafio de
las células esteroidogénicas luteales, las cuales, ambas, aumentan durante el
desarrollo luteal. El flujo sanguineo al cuerpo liteo aumenta también conforme
aumenta la concentracion de progesterona. Los aumentos en la concentracion de
progesterona sérica estan asociados también con cambios en las concentraciones
de componentes codificadores de RNA,, de la via esteroidogénica y/o regulatoria
luteal. Es importante indicar que la cantidad de cada una de las especies de RNA,
dentro de una sola célula, es la clave para controlar las concentraciones de
importantes proteinas reguladoras como los receptores y enzimas, y por lo tanto

es la clave para la regulacion de las actividades esteroidogénicas de esas células
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(Niswender et al., 2000). La alta afinidad de los receptores de LH de las células
luteales, permiten que el cuerpo liteo se mantenga activo pese a las

concentraciones bajas de esta hormona durante el diestro (Gigli et al., 2006).

4.5Lutedlisis.

La lutedlisis se define como la lisis del fallecimiento estructural del cuerpo
lateo. Durante una lutedlisis, se presentan 2 eventos estrechamente relacionados.
Primero, hay una pérdida de la capacidad de sintetizar y secretar progesterona,
seguido por la pérdida de las células que conforman el cuerpo luteo. En la mayoria
de los mamiferos, la lutedlisis depende de la presencia del Utero. La histerectomia
de vaquillas, ovejas, cerdas, cuyos y muchas otras especies provoca un retraso en
la luteolisis. Esto no ocurre tras la histerectomia de primates. La PGF2a es el
factor originado del Utero que inicia la lutedlisis en la mayoria de las especies no
pirmates, ya sea su administracion parenteral o por liberacion intrauterina
(Witherspoon et al., 1975). Una muerte embrionaria temprana en la yegua
generalmente esta asociada con niveles bajos de progesterona; una irregularidad
en la estructura del ovario, puede estar relacionada con una deficiencia en la
vascularizacion, ya que desde que se forma el cuerpo lUteo, y ejerce su funcion
endocrina, ambos son dependientes de la capilaridad (Ferrerira-Dias et al., 2003).
El inicio de la lutedlisis por la PGF2a en muchas especies, parece ser un efecto
local entre cada cuerno uterino y su ovario ipsilateral (Pope et al., 1983). Se ha
postulado que la PGF2a ingresa a la arteria ovarica por la veno Utero-ovarica, por
un mecanismo de contracorriente. Esto permite a la PGF2a ir a la arteria ovarica
sin entrar a la circulacién pulmonar donde sera inactivada enzimaticamente en los
pulmones, esto en el caso de las vacas (Vanderwall et al., 1999); en el caso de las
yeguas la arteria no esta en contacto directo con la pared de la vena Utero-ovarica,
por lo que la llegada de la PGF2a se realiza en forma sistémica (Utt et al., 2007).
Durante la regresion latea, los descensos iniciales de progesterona en el suero no
parecen deberse a la pérdidas de células esteroidogénicas, ya que el nimero de
células luteales no desciende hasta después de que las concentraciones de

progesterona en el suero han disminuido. La disminucion de progesterona es mas
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probable que sea a causa de un descenso en el flujo sanguineo lateo y por
descenso en la capacidad esteroidogénica de cada una de las células luteas.
Sobre el dia 15 del ciclo estral, las concentraciones de varios RNA,,, como los que
codifican las 3B-HSD y StAR, son altamente variables entre animales debido a
diferencias en la sincronizacién del inicio de la lutedlisis. De esta manera, el papel
jugado por el RNA,, especifico en los descensos inducidos por la PGF2a en la
sintesis de progesterona, han sido evaluados usando PGF2a exdgena para
conseguir una sincronizacion del inicio de la lutedlisis. Una de las cuestiones que
se ha establecido para iniciar la liberacion de PGF2aq, es que el estradiol derivado
del foliculo preovulatorio en desarrollo dispara la liberacion de una péquela
cantidad de PGF2a uterina. La PGF2a inicia entonces un circuito de
retroalimentacion positiva de oxitocina lutea adicional y de PGF2a de origen luteo
y uterino. La oxitocina estimula la sintesis y secrecion de la OGF2a de uteros de
cuyos, vaquillas, yeguas, credas y ovejas. Se ha propuesto recientemente que la
liberacion de PGF2a latea, amplifica la sefial luteolitica en una manera autdcrina o
paracrina (Niswender et al., 2000).

Es bien sabido que en los primeros 40 dias de la gestacion, cuando la
progesterona es totalmente dependiente del cuerpo IUteo, una repentina falla en la
estructura puede provocar la liberacion de PGF2a, con la facil pérdida de la
gestacion y expulsion del embrion del Gtero. Los esteroides de origen son
necesarios para mantener la gestacion de la yegua durante los primeros70-90 dias
después de la ovulacion (Saint-Dizier et al., 2003). Puede existir liberacion de
PGF2a debido a una endotoxemia de origen gastrointestinal, 0 por una inyeccion
de endotoxinas, lo cual provoca la lutedlisis y pérdida de la gestacion en la yegua,
pero no después dentro de esta etapa, debido al enorme soporte luteotropico que

tiene la eCG con el desarrollo de los cuerpos lateos secundarios (Allen, 2001).
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4.6 Flujo Sanguineo y Cambios Vasculares.

La PGF2a reduce el flujo sanguineo al cuerpo luteo y de esta manera puede
provocar lutedlisis, al privar a la glandula de nutrientes, sustratos para la
esteroidogénesis y de soporte luteotrépico (Wustenhagen, 2002). Una vez que
sucede la ovulacion y el cuerpo lateo esta en pleno crecimiento su funcion esta
completamente relacionada a la formacion de nuevos capilares (Ferreira-Dias et
al., 2006). La PGF2a causa degeneracion de células endoteliales luteales,
provocando una reduccion marcada en la densidad capilar, reduciendo por lo tanto
el flujo sanguineo al parénquima luteal. Parece que aun los niveles relativamente
bajos de PGF2a pueden inducir apoptosis en las células endoteliales capilares
luteas. Recientemente se ha implicado a la endotelina-1 como una posible
mediadora de los efectos de la PGF2a sobre el flujo sanguineo. La PGF2a
estimula las células endoteliales del cuerpo lateo para producir la endotelina-1 in
vitro e in vivo. Ademas de su potente actividad vasoconstrictora, la endotelina-1
inhibe también la actividad esteroidogénica de poblaciones enriquecidas de
células esteroidogénicas. Ademas, la endotelina-1 puede reducir el flujo sanguineo
durante la lutedlisis temprana, causando constriccion de la arteriola y la hipoxia
resultante puede causar liberacién adicional de endotelina-1. Las propiedades
antiluteoliticas de la PGE, pueden en parte, estar manifestadas en su capacidad
para atenuar las acciones vasoconstrictivas de la endotelina-1 (Niswender et al.,
2000).

4.7 Sefialamiento Intracelular.

La PGF2a actia uniéndose a receptores especificos localizados en células
luteas esteroidogénicas grandes. Esos receptores pertenecen a la familia de
receptores transmembranales unidos a proteina G. Al unirse a los receptores de
alta afinidad, la PGF2a induce la activacion de PLC unido a la membrana por
medio de una proteina G estimulatoria. La fosfolipasa C cataliza la hidrélisis de
fosfatidilinositol 4,5 bifosfato a inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) y 1,2 diacilglicerol
(DAG). Las mayores concentraciones citosélicas de IP3 provocan liberacion de
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Ca”* libre, derivado del reticulo endoplasmico, al compartimiento citoplasmatico. El
aumento de Ca** libre y la DGA (localizada en la membrana plasmatica) estimulan
la actividad catalitica de la protein cinasa dependiente de Ca?* (PKC localizada
también en la membrana plasmatica). Se cree que la protein cinasa C regula
muchas de las acciones antiesteroidogénicas de la PGF2a en LLC. La activacion
de la PKC (protein cinasa dependiente) induce la expresion y la activacion de
proteinas involucradas en la apoptosis en otros tipos celulares. Es posible que la
apoptosis en las LLC se facilita por activacion de la PKC (Samper et al., 2007)

4.8 Estrés Oxidativo.

En la lutedlisis y apoptosis estan involucrados compuestos reactivos al
oxigeno. Radicales anion (i6n negativo) superoxidos, radicales hidroxil y peréxido
de hidrégeno (H.O,) son las principales especies que reaccionan al oxigeno,
generadas en las células esteroidogénicas. Una cantidad considerable de estrés
oxidativo experimentado durante la lutedlisis es quiza producido por macréfagos
dentro del cuerpo luteo en regresion. Los efectos toxicos de esas sustancias son
atenuados por vitaminas y antioxidantes (ascorbato, alfa tocoferol), enzimas
(catalasa, superoxido dismutasa, isozimas y glutation peroxidasa), y en menor
proporcién, por la estabilizacion de radicales, mediante trasnferencia de electrones
no pares, a lipidos membranosos poliinsaturados. Las enzimas superéxido
dismutasa catalizan la conversion del radical anion superoxido al H,O, mas
estable, el cual es convertido entonces a H,O por la catalasa o glutatién
peroxidasa. Las vitaminas antioxidantes estabilizan los radicales libres por
formacion de estructuras de resonancia al aceptar electrones no pares.
Consistente con el concepto de una disminucion de la proteccion celular en contra
del estré oxidativo, hay disminucion en los niveles de RNA,, que codifica el SOD

secretado y mitocondrial (Niswender et al., 2000).
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5. Gonadotropina Corionica Equina (eCG).
5.1Estructura de la eCG

Todas las gonadotropinas son hormonas glicoprotéicas heterodimeéricas,
consistentes en unidades a y B (Legardinier et al., 2005). La subunidad a de las
glicoproteinas es comun en la LH, FSH y TSH en muchas especies como en los
humanos. Pero la subunidad B difiere entre las hormonas debido a que tienen
diferencia con su actividad bioldgica (Couture et al., 1994). Se ha reportado que la
subunidad a del equino tiene una cantidad de 82 aminoacidos (Murphy y Martinuk,
1991). Existen recientes estudios que han revelado que la eCG tiene una gran
cantidad de azucares, hexosamina y acido sidlico, distribuidos entre las
subunidades a y B; existe una gran concentracion de galactosa, glucosamina y
acido sialico en la cadena B (Papkoff et al., 1978); mas aun, se ha demostrado que
la subunidad a de la eCG tiene alrededor del 22% de su peso de carbohidratos. La
subunidad B del la eCG tiene alrededor del 50 % de su peso de carbohidratos y
probablemente 6 cadenas de carbohidratos: galactosa y acido sialico como
componentes principales. El origen de la eCG es determinante por su gran
cantidad de carbohidratos (Saint-Dizier et al., 2004), derivado de las copas
endometriales de la yegua, secretada por las células trofoblasticas del embrién. Se
ha establecido que las estructuras primarias de la LH y la eCG son idénticas, pero
solo existen unas pequefias variaciones debido a su contenido de carbohidratos.
El contenido de hexosa y de hexosamina en la LH es tan alrededor del 65% de la
eCG. Su gran diferencia estriba en su contenido de acido sialico, en la cuél es 2
veces mas abundante en la eCG. Esta diferencia entre los componentes de
carbohidratos es probablemente debido al sitio especifico en donde ocurre la
glicotransferencia de enzimas, en las cuales e ha demostrado que varian entre la
pituitaria y placenta en las diversas especies. El contenido total de carbohidratos
que circulan en la eCG de yeguas gestantes con embrion mula, se ha reportado
que es del 31% aproximadamente, tan solo dos terceras partes de la que se
encuentra en la eCG de yeguas gestantes con embrion de caballo, asi como

también sus bajas cantidades de hexosamina y de acido sialico. La homologia
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entre la eCG y LH de yeguas gestantes con embrion mula aun no se ha
demostrado, pero ambas tienen la misma actividad biolégica. La eCG de yeguas
gestantes con embrién mula contiene 2 veces mas de contenido de carbohidratos
que la LH de yeguas gestantes con embrién mula, y, asi como en el caballo, las
diferencias son amplias en su contenido de acido siadlico (Murphy y Martinuk,
1991).

5.2Secrecion de la eCG en gestaciones de yegua con  caballo y yegua con
burro.

En el dia 27 de la gestacion se comienza a forma una banda de tejido a
vascular denominada cinturén corionico (Wooding et al., 2001), que por medio de
movimientos amimoideos se desprenden del cérion y llegan a la parte caudal de
los cuernos para formar las copas endometriales (Rathwell et al., 1987). Esta
invasion de copas endometriales producen la hormona eCG (gonadotropina
coriénica equina) (Allen y Stewart., 1993), dentro de la circulacidon que conjunto
con la estimulacion de la pituitaria y la FSH, estimulan el desarrollo de los cuerpos
lteos accesorios en donde se han llegado a detectar desde el dia 38 de la
gestacion (Bergfelt et al., 1989) con la finalidad de tener un soporte extra de
progesterona para poder mantener la gestacion, hasta que la placenta sea capaza
de mantenerla por si sola hasta el dia 100 (Allen, 2001).

La primera aparicion de la eCG coincide con la migracion de células coridnicas
especializadas en el endometrio. Esta hormona se encuentra presente en el suero
de la yegua gestantes desde el dia 30 (Dales et al., 1995) de la gestacion y sus
niveles se elevan a partir del dia 45 de la gestaciéon (Meenakshi et al., 2006).
Generalmente el pico de esta hormona en el saco de gestaciones con embridon
caballo se encuentra entre los dias 55 y 70 de la gestacion (Daels et al., 1995),
llegando a alcanzar niveles hasta de 62.5 Ul/ml al dia 90 de la gestacién
(Meenakshi et al., 2006); también se ha identificado la eCG en heces para la
deteccién de la gestacién (Henderson et al., 1998), en orina solo se han detectado
variaciones por radioinmunoanalisis (Roser et al., 1989). Esta hormona continua

disminuyendo sus niveles alrededor del dia 130 de la gestacion, aunque se han
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llegado a encontrar valoras en sangre en el dia 200 de la gestacion. Esta invasion
de células trofoblasticas en el endometrio materno tiene implicaciones
inmunoldgicas y endocrinoldgicas sobre el mantenimiento de la gestacién. La opa
endometrial fetal secreta grandes cantidades de una hormona glicoproteica de alto
peso molecular llamada eCG, la cual expresa actividades biolégicas tanto de FSH
como de LH en una proporcion de 1.4:1 (Allen, 2001). Existe una gran variacion
individual entre las yeguas y la cantidad de hormona secretada. Los patrones de
aparicion de la eCG en la yegua, estan completamente correlacionadas con el
grosor y los cambios histolégicos presentes en el endometrio. Se han reportado
gue el maximo desarrollo que tienen las copas endometriales en las yeguas se
encuentra en el dia 65 de la gestacion (Ginther, 1979); sin embargo existe
degeneracion de éstas copas endometriales, comienza a existir citolisis y
fagocitosis que comienza en el dia 60 de la gestacion en hembras gestantes con
embrion de caballo y no es hasta el dia 120-150 en que las copas endometriales
han desaparecido (C. Samper et al., 2007); en el caso de gestaciones hibridas de
yeguas gestantes con embrién mula, el cual es el resultado del contacto sexual
entre una yegua (Equus caballus) y un burro (Equus asinus) (Camillo et al., 2003),
( existe un rechazo inmunoldgico desde el dia 50 hasta desaparecer por completo
las copas endometriales en el dia 80-90 de la gestacion (Boeta y Zarco, 2005).
Este rechazo se debe a una gran acumulacion de linfocitos T, que es seguida por
una gran infiltracion de linfocitos B, macréfagos, eosindfilos y células plasmaticas
en el tejido endometrial que rodea cada copa, produciéndose una reaccién inmune
celular acompafada de la apariciébn de anticuerpos citotoxicos dirigidos en contra
de los antigenos paternos tipo | del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC)
de las células de las copas endometriales. Dicho complejo es producido por el
trofoblasto equino. En el caso de la 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 invadir las copas endometriales desde el dia 50 de la

gestacion (Boeta, 1996).
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El desarrollo del cinturdn coridnico y las copas endometriales, asi como el
perfil de secrecion de la eCG, dependen de la interaccion entre los genotipos
paternos y maternos. En gestaciones en las que el padre es caballo y la madre es
yegua, el cinturon corionico se desarrollo aduecuadamente, y hacia el dia 35 de la
gestacion las células coridnicas ya han invadido el endometrio materno y secretan
gran cantidad de gonadotropina corionica equina (Allen et al., 1987).

Cuando se produce la muerte del embrién después de la formacion de las
copas endometriales, éstas contindan funcionando autonomamente hasta el dia
en que normalmente regresarian, por lo que las concentraciones de eCG
permenecen elevadas a pesar de ya no existir el embrion (Lofstedt, 1986), la Unica
excepcion es cuando la causa de la pérdida del embrion sea precisamente la
destruccion prematura de las copas endometriales, en cuyo caso la caida en las

concentraciones de eCG precede a la muerte embrionaria (Boeta, 1996).

5.3 Actividad Biolégica de la eCG.

La subunidad a disociada de la eCG, tiene menos del 4% de la actividad de la
molécula intacta, y la subunidad B alrededor del 6%. En yeguas gestantes con
embrién caballo la subunidad a de la LH, la cual es homdloga a la subunidad a de
la eCG, inhiben los eventos inducidos en los testiculos de ratas, sugiriendo esto
que existe interaccion con los receptores de FSH (Murphy y Martinuk, 1991).

La funcién de la eCG ha sido atribuida a la manutencion de las estructuras
liteas, las cuales aparecen alrededor del dia 40 de la gestacion; éstas estructuras
son conocidas como cuerpos lateos secundarios derivadas de ovulaciones y su
luteinizacion de foliculos ovaricos que se desarrollan entre el dia 17 y 50 de la
gestacion. Ambos, tanto los cuerpos luteos primarios como los cuerpos luteos
secundarios persisten hasta el dia 160-180 de la gestacion y ambos contintan
secretando grandes cantidades de progesterona durante este periodo. Aquellos
foliculos precursores de cuerpos luteos secundarios son los precursores para que
se lleve a cabo la invasion en el endometrio de las células coridnicas, indicando
que esta foliculogénesis es independiente de la eCG. Sin embargo, los cuerpos

liteos secundarios incrementan los niveles de progesterona mucho después de
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que aparece la eCG en el plasma sanguineo. La eCG puede inducir la ovulacion
en otras especies distintas a la equina. Los niveles de eCG en la yegua en yeguas
gestantes con embrion de caballo se encuentran alrededor de 1-5 pg/ml mientras
que los niveles de LH asociados con el origen preovulatorio se encuentran entre 5-
130 ng/ml. Por lo tanto, los niveles de eCG son suficientes para inducir la
ovulacion en la yegua. Las elevaciones en las concentraciones de progesterona
en la circulacién en la yegua, las cuales estan asociadas con la presencia de eCG,
sugieren un rol luteotrépico para le eCG y lograr mantener asi los cuerpos luteos
tantos primarios como secundarios. Soportando esta hipotesis, la eCG puede
estimular la produccion in vitro los cuerpos Idteos tanto primarios como
secundarios derivados de los foliculos (Murphy y Martinuk, 1991).

Para dar soporte a la vision de que la eCG es necesaria para las
gestaciones de los equinos, varios embriones de gestaciones de embrion mula
fueron transferidos a Uteros de 4 yeguas a las cuales se les detectaron niveles
bajos de eCG en donde solo una yegua abort6. La administracion de varias dosis
de eCG a yeguas al mismo tiempo en que se efectuaba la transferencia de
embriones mula, no aumentaron las concentraciones de progesterona en el
plasma sanguineo, y obviamente abortaron. Este resultado es dificil de interpretar
debido a que muchos animales son tratados con progestagenos sintéticos, sin
ningun efecto aparente. Se ha concluido que la eCG tiene un rol luteotropico en la
gestacion de la yegua, y basados en varios partos de embriones de caballos
trasplantados a uteros de mulas, la eCG no es necesaria (Daels et al., 1995).

Ha sido bien determinado que el cuerpo lateo secundario es necesario para
soportar la gestacion en la yegua. El Gtero y la placenta de la yegua contribuyen
en la circulacion de la progesterona por al menos en el dia 80 de la gestacion. Se
puede concluir que el rol que juega la eCG en los equinos es inducir la ovulacién
y/o luteinizacion de los cuerpos lateos primarios y secundarios. La eCG sirve como
un sistema redundante para el mantenimiento de la gestacion hasta que el soporte
de progesterona por parte de la placenta se haga cargo de la gestacion (Murphy B

y Martinuk, 1991). También se ha estudiado que la eCG estimula la produccion
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luteal tanto de andrégenos (Dales et al., 1998) como de estrégenos en la yegua
gestantes (Albrecht et al., 2001).
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FIG 8. Resumen del los eventos endocrinologicos de la gestacion en la yegua. Las copas
endometriales estan presentes en el Utero entre el dia 40 y 120 después de la ovulacion y
la gonadotropina que secretan (eCG) provoca la ovulacion y luteinizacién de los foliculos
secundarios, que son estimulados por el desarrollo de los ovarios maternos por los
siguientes 10-12 dias en que surge la liberacion de FSH de la glandula pituitaria. Durante
la segunda etapa de la gestacioén, los precursores del esteroide C-19 secretan gonadas
fetales que son aromatizadas por la placenta para producir altas concentraciones de
estrogenos B-insaturados en la sangre y orina materna. Las concentraciones plasméticas
de progesterona materna bajan sus niveles en sangre debido a que la placenta sintetiza la
progesterona necesaria para la segunda etapa de la gestacion, pero estos niveles se
incrementan durante la 4-6 semana final como resultado de la secrecién de pregnenolona
de las glandulas adrenales fetales (Allen, 2001).
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. HIPOTESIS.
Las yeguas servidas con embrion mula a las que se les apligue una sola
dosis de 5 mg de PGF2a en el dia 90 de la gestacion abortaran, ya que los niveles
de eCG son muy bajos en esa etapa, sus copas endometriales son mas pequefias

y el cinturdn coridnico es mas estrecho.

Las yeguas servidas con embrién caballo a las que se les aplique una

sola dosis de 5 mg de PGF2a en el dia 90 de la gestacion no abortaran.

V. OBJETIVO GENERAL.

Evaluar la resistencia al efecto luteolitico de la PGF2a en yeguas

gestantes con embrién caballo y yeguas gestantes con embridon mula.

V. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Comparar los niveles hormonales en las concentraciones de P, (progesterona),
eCG (gonadotropina coriénica equina) y E,SO, (sulfato de estrona), antes y
después de la administracion de la PGF2a en el dia 90 de la gestacion.

Comparar la incidencia de abortos en yeguas gestantes con embrién de caballo y
yeguas gestantes con embrion de mula, después de la administracién de una sola

dosis de 5 mg de PGF2a en el dia 90 de la gestacion.
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VI. MATERIAL y METODOS.

El presente trabajo de investigacion se realizé en Chalco, Estado de México en
el Rancho San Francisco propiedad de la Universidad Nacional Autonoma de
México-FMVZ, el cual se llevo a cabo en los meses que abarcaron desde Marzo
hasta Diciembre de afio 2007.

Se utilizaron 28 animales clinicamente sanos, divididos en 4 grupos de 7
animales cada uno:

El grupo 1 (experimental), estuvo constituido por 7 yeguas gestantes con
embrion de mula, a las cuales en el dia 90 de la gestacion se les aplico por via
intramuscular 1 sola dosis con 5 mg de PGF2a natural (Lutalyse).

El grupo 2 (experimental), estuvo constituido por 7 yeguas gestantes con
embrion de caballo, a las cuales a patrtir del dia 90 de la gestacion se les aplico el
mismo tratamiento con PGF2a.

Los grupos 3 y 4 sirvieron como testigos y estuvieron formados
respectivamente por 7 yeguas gestantes con embrion de mula y 7 yeguas
gestantes con embridon de caballo, los cuales recibieron 1 sola vez a partir del dia
90 de la gestacion una inyeccion via intramuscular de solucién salina fisiolégica (1
ml).

Antes y después de los tratamientos se evaluaron las concentraciones sericas
de P4 eCG y E»SO, para todos los grupos. Se incluyé un periodo de sangrados (1
antes de empezar el tratamiento con la PGF2a y posteriormente al tratamiento
cada 12 horas durante 5 dias) asi como evaluaciones ultrasonograficas frecuentes
(1/dia), con el objeto de evaluar en forma aguda los efectos agudos de la PGF2a
sobre la funcion y apariencia de los cuerpos IUteos de la gestacion.

Todas las yeguas fueron sincronizadas durante 9 dias con Regumate® de
Laboratorios Intervet a una dosis de 0.044 mg/kg de peso corporal via oral (4
mg/ml de Altrenogest) (McKinnon et al., 1992) y al final del tratamiento se les
aplicé una dosis de PGF2a (5 mg) de Lutalyse via intramuscular (Douglas y
Ginther, 1972) para que la mayor parte de las yeguas entraran en calor (Ahmadi et
al., 2000) y fueran inseminadas artificialmente (Camillo et al., 1997) lo mas

cercano a la ovulacion (Zarco y Boeta, 1995; Plata-Madrid et al., 1994; Ahmadi et
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al., 2000). Todas las yeguas se palparon via transrectal (Ataman et al., 1999).
Algunas yeguas les fue administrada la hormona hCG para inducir la ovulacion
(Gomez et al., 2004). Para las inseminaciones se colectaron tanto al caballo como
al burro con una vagina modelo Hannover. El diagnostico de la gestacion se
efectu6 en el dia 14 después de la ovulacién (Kanitz et al., 2007) con un
ultrasonido de la marca Aloka y un transductor de 5 Mhz; se efectuaron
evaluaciones ultrasonogréficas 2 veces por semana con la finalidad de observar la
viabilidad del embrién y/o feto. Después de los 60 dias de gestacion se utilizé un
transductor de 3.5 Mhz (Ataman et al., 1999). Se obtuvieron muestras de sangre 2
veces por semanas para evaluar niveles hormonales de P, (progesterona), eCG
(gonadotropina coriénica equina) y E;SO, (sulfato de estrona), con la finalidad de
poder evaluar el dafio que pudiese provocar la aplicacion de 5 mg de PGF2a en el
dia 90 de la gestacion tanto en yeguas gestantes con embrion de caballo como en
yeguas gestantes con embrion de mula, que normalmente en esta etapa de la

gestacion (dia 90) no provoca abortos (Daels et al., 1995).



VIl.  RESULTADOS.

A continuacion se presentan las graficas que indican los abortos presentados
durante la fase experimental después de la aplicacién de 5 mg de PGF2a, en
yeguas experimentales gestantes con embrién mula y yeguas experimentales
gestantes con embrién de caballo

Yeguas experimentales con embrion
mula m Sin Abortos (6

yeguas)
Abortos (1 W Abortos (1 yegua)
yegua)
14%

Sin Abortos (6
yeguas)
86%

Gréafica 1. Numero de abortos presentados en yeguas gestantes con embrién mula
después de la aplicaciéon de 1 ml de PGF2a via IM en el dia 90 de la gestacion, lo cual
representa el 14% del total de yeguas experimentales gestantes con embrién mula de un
total de 7 yeguas.

Yeguas experimentales con embrion
caballo

M Yeguas 7 (No hubo
abortos)

Gréfica 2. No se presentd ningun aborto después de haber aplicado 1 ml de PGF2a
via IM en el dia 90 de la gestacién de un total de 7 yeguas experimentales gestantes con
embrion de caballo.
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En las graficas 3, 4, 5, 6, 7 y 8 se muestran los promedios de P, eCG y E;SO,, de

yeguas gestantes con embrién caballo y yeguas gestantes con embriéon mula tanto

del grupo experimental como del grupo control.

ng/

Promedio P4 Yeguas Embrién Caballo y Yeguas Embrion

mula Experimentales
~—4— PROMEDIO P4

EMBRION CABALLO

PROMEDIO P4
EMBRION MULA

ho o~ e S,
WA NN NIIRIREERS

Semanay numero de Tx

Gréfica 3. Promedio de P, en yeguas gestantes con embrién de caballo y yeguas
gestantes con embrion de mula experimentales en diferentes semanas de la gestacion.
Notese que después de la semana 7 son superiores los niveles de esta hormona en
yeguas gestantes con embrion de caballo. Las flechas indican la semana en que se aplico

la PGF2a.

Promedio P4 Yeguas Embrién Caballo y Yeguas Embridon
Mula Controles
—4—PROMEDIO P4
EMBRION CABALLO
25 PROMEDIO P4
20 EMBRION MULA
£ -
= A e 2
b 7 !
5
0]

Semanay nimero de Tx

Grafica 4. Promedio de P4 en yeguas gestantes con embrién de caballo y yeguas
gestantes con embrion de mula controles en diferentes semanas de la gestacion. Notese
que después de la semana 9 son superiores los niveles de esta hormona en yeguas
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gestantes con embrién de caballo. Las flechas indican la semana en que se aplico la
solucioén salina fisioldgica.

Promedio de eCG Yeguas Embrion Caballo y Yeguas
Embrién Mula Experimentales.

160 —4—PROMEDIO eCG

140 - EMBRION CABALLO

120 - PROMEDIO eCG
— 100 EMBRION BURRO
£ g0
2 60

40 -

20 - \l

O |

12 13(1) 13(2) 13(3) 13(4) 13(5)

Semanay numero de Tx

Grafica 5. Promedio de eCG en yeguas gestantes con embrién caballo y yeguas
gestantes con embrion de mula experimentales. Notese que los niveles de esta hormona
son muy superiores en yeguas gestantes con embridon de caballo. Las flechas indican la
semana en que se aplicé la PGF2a.

Promedio eCG Yeguas Embrion Caballo y Yeguas
Embrién Burro Controles.

100
—4—PROMEDIO eCG
80 4 EMBRION CABALLO
— e l PROMEDIO eCG
E EMBRION BURRO
5 40
20 l
0

12 13(1) 13(2) 13(3) 13(4) 13(5)

Semanay nimero de Tx

GRAFICA 6. Promedio de eCG en yeguas gestantes con embrion caballo y yeguas
gestantes con embridon de mula controles. Notese que los niveles de esta hormona son
muy superiores en yeguas gestantes con embrion de caballo. Las flechas indican la
semana en que se aplico la solucion salina fisiologica.
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Promedio E2504 Yeguas Embrion Caballo y Yeguas
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Gréfica 7. Promedio de E,SO, en yeguas gestantes con embridon caballo y yeguas
gestantes con embrién mula experimentales. Nétese que en el tratamiento del dia 2 de la
semana 13, los promedios de esta hormona en yeguas gestantes de embrion caballo se
elevan mas. La flecha indica la semana en que se aplicé la PGF2a.

Promedio E2504 Yeguas Embrion Caballo y Yeguas

Embrion Mula Controles ——PROMEDIO E2504
EMBRION
CABALLO
200 - PROMEDIO E2504
700 - EMBRION MULA
600 -
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£ |
i |
o
200 - AT
100 P — g
0 A e =

Semanay numero de Tx

Grafica 8. Promedio de E,SO,; en yeguas gestantes con embrién caballo y yeguas
gestantes con embrion mula controles. N6tese que los niveles de esta hormona son casi
idénticos hasta el tratamiento 7 de la semana 13 en donde estos niveles se encuentran
por arriba de las yeguas gestantes con embrion mula. La flecha indica la semana en que
se aplico la solucion salina fisioldgica.
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Las concentraciones de todas las hormonas fueron significativamente
mayores en yeguas gestantes con embrion caballo tanto en los grupos
experimentales como en los grupos controles, a comparacion de las yeguas
gestantes con embrion mula. En el caso de la eCG tanto en yeguas gestantes con
embrion caballo y yeguas gestantes con embrion mula de los grupos
experimentales y controles, los niveles desde la semana 12 descendieron casi a
niveles basales, lo que indica y confirma que existe destruccion antes de las copas
endometriales en yeguas gestantes con embrion mula (C. Samper et al., 2007);
notablemente también existe un descenso en los niveles de P, desde la semana
12 tanto en grupos experimentales como en grupos controles, a pesar de esto, los
niveles de P4 en el grupo control se muestran mas estables. En el caso del E;SO,4
tanto en grupos controles como en experimentales, no se nota una gran diferencia;
sin embargo, los niveles son mas altos para yeguas gestantes con embrion caballo
gue en yeguas gestantes con embrion de mula.

A continuacién se describirA el caso de cada una de las yeguas
experimentales tanto gestantes con embrién de caballo como gestantes con
embrion de mula en cuanto a niveles hormonales después de la aplicacion de la
PGF2a en el dia 90 de la gestacion. Ninguna de las yeguas gestantes con embrién
de caballo abort6; sin embargo, sus niveles hormonales fueron alterados; por el
contrario, en el caso de yeguas gestantes con embrion de mula se presenté un

solo aborto y los niveles hormonales de las yeguas también se vieron afectados.
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9.1 YEGUAS GESTANTES CON EMBRION CABALLO EXPERIMENT ALES.
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Grafica 9. Yegua: Alazana. Concentraciones de P4, eCG y E;SO, en diferentes semanas
de la gestacion. La flecha indica el momento en que se aplicé la PGF2a. Se observan sus
valores hormonales comparados con el promedio de yeguas control. Se puede observar
un descenso en los niveles de P, 12 horas después de haber aplicado el tratamiento con
PGF2a, asi como en la eCG. En el caso de la E,SO,, parece no haber sido afectada.
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Gréfica 10. Yegua: Blondy. Concentraciones de P4, eCG y E,SO, en diferentes semanas
de la gestacion. La flecha indica el momento en que se aplicé la PGF2a. Se observan sus
valores hormonales comparados con el promedio de yeguas del grupo control. Se puede
observar que en los niveles de P, antes de iniciar el tratamiento con PGF2a, se encuentra
por debajo del grupo control; no asi para eCG ni E;SO,,
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Gréfica 11. Yegua: Ocho. Concentraciones de P4, eCG y E,SO, en diferentes semanas
de la gestacion. La flecha indica el momento en que se aplico la PGF2a. Notese que los
niveles de P4 antes de aplicar el tratamiento con PGF2a son un poco menores que las del
grupo promedio control. No asi para el caso de la eCG ni la E;SO,.
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Gréfica 12. Yegua: Nieve. Concentraciones de P, eCG y E,SO, en diferentes semanas
de la gestacion. La flecha indica el momento en que se aplico la PGF2a. Notese que los
niveles de P, antes de aplicar el tratamiento con PGF2a son menores que las del grupo
promedio control. No asi para el caso de la eCG ni la E,SO,.
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Gréfica 13. Yegua: Guera. Concentraciones de P,, eCG y E,SO, en diferentes semanas
de la gestacion. La flecha indica el momento en que se aplico la PGF2a. Notese que los
niveles de P, antes de aplicar el tratamiento con PGF2a son casi idénticos; sin embargo,
para el caso de la eCG y la E;SO, fue superior que las del grupo promedio control.
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Gréfica 14. Yegua: Faustina. Concentraciones de P,, eCG y E,SO, en diferentes
semanas de la gestacion. La flecha indica el momento en que se aplicé la PGF2a. Nétese
gue los niveles de P, antes de aplicar el tratamiento con PGF2a son un poco mas bajos
gue las del grupo control; sin embargo, para el caso de la eCG existi6 una minima

diferencia por abajo del control y la E;SO,4 se comporté de manera estable.
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Gréfica 15. Yegua: Pelos. Concentraciones de P,, eCG y E,SO, en diferentes semanas
de la gestacion. La flecha indica el momento en que se aplicé la PGF2a. Nétese que los
niveles de P, antes de aplicar el tratamiento con PGF2a se comporta un poco mas
inestable que las del grupo control; sin embargo, pelos tuvo valores mas altos de eCG y
E,SO, que en el grupo control.
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9.2 YEGUAS GESTANTES CON EMBRION MULA EXPERIMENTALE S.
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Gréfica 16. Yegua: Candela (aborto). Concentraciones de P4, eCG y E,SO, en diferentes
semanas de la gestacion. La primera flecha indica el momento en que se aplicé la PGF2a.
La segunda flecha indica el momento en que ya no se detecté latido cardiaco y la tercera
flecha indica el momento en que se produjo el aborto. N6tese que los niveles de P, antes
de aplicar el tratamiento con PGF2a son més bajos que las de su grupo control no asi en
la E,SO,, se observa que 12 horas después de la aplicacion de la PGF2a los niveles de
P, van disminuyendo sus niveles paulatinamente, mientras que para el caso de la E,SO,
sus niveles bajan drasticamente. Para el caso de la eCG sus niveles son casi
indetectables desde antes de haber aplicado la PGF2a.
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Gréfica 17. Yegua: Huesos. Concentraciones de P,, eCG y E,SO, en diferentes semanas
de la gestacion. La flecha indica el momento en que se aplicé la PGF2a. Nétese que los
niveles de P, antes de aplicar el tratamiento con PGF2a se son mas bajos que las del
grupo control; sin embargo, los niveles tanto de eCG como de E,SO, fueron superiores.
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Gréfica 18. Yegua: Rufo. Concentraciones de P4, eCG y E,SO, en diferentes semanas de
la gestacion. La flecha indica el momento en que se aplicé la PGF2a. Nétese que los
niveles de P, antes de aplicar el tratamiento con PGF2a se son ligeramente mas bajos
gue las del grupo control; sin embargo, los niveles de eCG son muy bajos; los niveles de
E,SO, fueron superiores al grupo control.
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Gréfica 19. Yegua: Manchitas. Concentraciones de P,;, eCG y E,SO, en diferentes
semanas de la gestacion. La flecha indica el momento en que se aplicé la PGF2a. Nétese
gue los niveles de P, antes de aplicar el tratamiento con PGF2a se son mas bajos que las
del grupo control; los niveles de eCG ya no fueron detectados; y los niveles de E,SO,
fueron superiores al grupo control, después de la semana 12 de la gestacion.
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Gréfica 20. Yegua: Cucha. Concentraciones de P4, eCG y E,SO, en diferentes semanas
de la gestacion. La flecha indica el momento en que se aplico la PGF2a. Notese que los
niveles de P, antes de aplicar el tratamiento con PGF2a siempre fueron mas bajos que las
del grupo control; los niveles de eCG al momento de aplicar la PGF2a fueron casi
idénticos; y los niveles de E,SO, fueron superiores al grupo control, después de la
semana 11 de la gestacion.

51



MEJIA: Embrion Mula _o_p4 0Ba

50 -

a5 -

40 -
— 35 PROMEDIO P4
£ 30 -
25 1 YEGUAS
P20 - aaa J, CONTROL

15 amm X

1(5J ] i o T g M"..

0 T

5 6 7 8 9 10 11 12 T(T(3)T(5)T(7)T(9)

Semanay numero de Tx

MEJIA: Embrion Mula

30 ——eCG MEJIA

ul/ml
[y
w

12 \I,
0 | o t————

12 13 13 13 13 13
(1) (2) 3) (4) (5)

Semanay nimero de Tx

MEJIA: Embrion Mula  —#—E2504 MEJIA

1400 -
1200 -
1000 E2504
E£800 - PROMEDIO
?;"flgg 1 \[, MULA
200 ] A ./M _'-.
0 - ==

Semanay numero de Tx

Grafica 21. Yegua: Mejia. Concentraciones de P4, eCG y E,SO, en diferentes semanas
de la gestacion. La flecha indica el momento en que se aplicé la PGF2a. Nétese que los
niveles de P, antes de aplicar el tratamiento con PGF2a fueron mas inestables que las del
grupo control; los niveles de eCG al momento de aplicar la PGF2a fueron ya nulos; y los
niveles de E,SO, fueron superiores al grupo control, después de la semana 12 hasta el
dia 7 del tratamiento de la gestacion.
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Gréfica 22. Yegua: Loba. Concentraciones de P4, eCG y E,SO, en diferentes semanas de
la gestacion. La flecha indica el momento en que se aplicé la PGF2a. Nétese que los
niveles de P, antes de aplicar el tratamiento con PGF2a fueron ligeramente superiores a
las del grupo control; los niveles de eCG fueron superiores desde la semana 13 y los
niveles de E,SO, fueron superiores al grupo control, después de la semana 12 hasta de la

gestacion.
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VIIl.  DISCUSION.

Esta bien establecido que la PGF2a, provoca lutedlisis tanto en yeguas
gestantes como en yeguas no gestantes (Witherspoon et al., 1975), ya sea para
acortar el diestro en un ciclo normal, o para incluso inducir el aborto en diferentes
etapas de la gestacion (Wustenhagen, 2002); se tiene bien establecido que
alrededor del 10 al 15% de los abortos naturales que ocurren en yeguas, se
encuentran dentro de los primeros 40 dias de la gestacion (Rathwell et al., 1987),
en donde el cuerpo lateo es la Unica fuente de progesterona durante esta etapa
(Allen et al., 2001).

Los niveles de P4 tanto en yeguas gestantes con embridon caballo como en
yeguas gestantes con embrién mula, comenzaron a elevar sus niveles desde la
semana 5 de la gestacion, coincidentemente cuando la eCG comienza a
secretarse en la circulacién de las yeguas (Bergfelt et al., 1989), los niveles de
esta hormona fueron encontrados como en otras investigaciones tanto en yeguas
gestantes con embridon caballo (Nett et al., 1975 y Allen, 1984), como en yeguas
gestantes con embrion mula (Allen, 1982; Allen et al.,, 1993a). La aplicacién
exdgena de 5 mg (1 ml) de PGF2a en el dia 90 de la gestacion, tanto en yeguas
experimentales gestantes con embrion de caballo como en yeguas experimentales
gestantes con embrion mula afecté los niveles de P, ya que 12-24 horas
posteriores a su aplicacion, los niveles de esta hormona descendieron (Leeuwen
et al., 1983). En otros trabajos se han reportado descenso en los niveles de P,
cuando la PGF2a es aplicada en yeguas desde el dia 80 hasta el dia 102 de la
gestacion (Daels et al., 1995). En este estudio solo se registro un solo aborto en el
grupo experimental de yeguas gestantes con embrién mula: Candela (grafica 16),
la cual horas antes de aplicar endogenamente la PGF2a mostraba niveles de 9.43
ng/ml de P, y tan solo 48 horas posteriores a la aplicacion del tratamiento, sus
niveles de P, descendieron hasta 0.72 ng/ml; sin embargo, fue hasta el dia 5
después de la aplicacion de la prostaglandina, cuando ya no se detectd por medio
del ultrasonido la presencia de latido cardiaco en el feto y 12 horas posteriores a
esta observacion, la yegua lo aborto; sin embargo otras yeguas del mismo grupo

experimental (Manchitas, grafica 19; Cucha, grafica 20 y Loba, grafica 22),
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también presentaron niveles por debajo de 1 ng/ml de P4y no abortaron; pero los
niveles de E»,SO, se mantuvieron estables, indicando con esto la presencia de
viabilidad fetal; no asi para el caso de Candela. Las concentraciones de eCG para
el grupo de yeguas gestantes con embrion mula ya comenzaban a descender sus
niveles desde la semana 10, a comparacion con el grupo de yeguas gestantes con
embrién caballo donde sus niveles todavia eran mas altos y estables. Es
importante aclarar que los niveles de eCG en el grupo experimental de yeguas
gestantes con embrion mula, ya mostraban niveles bajos, esto debido a la
destruccion natural de las copas endometriales (Camillo et al., 2003). Para el caso
de la eCG muchas de las yeguas gestantes con embrion mula, ya registraban
niveles muy por debajo a los 5 ng/ml, lo que demuestra como se ha establecido
anteriormente que existe un rechazo inmunolégico desde el dia 50 de la gestacion
hasta desaparecer por completo las copas endometriales en el dia 80-90 de la
prefiez (Boeta y Zarco, 2005); mientras que para el caso de yeguas gestantes con
embrion caballo el rechazo inmunoloégico de estas copas comienza
aproximadamente en el dia 80 de la gestacion, desapareciendo por completo
alrededor del dia 120 de la prefiez (C. Samper et al., 2007), por lo que tenian un
soporte luteotrépico de mayor duracién (Saint-Dizier, 1003), debido a esto no se
esperaba la presencia de ningln aborto a comparacion de las yeguas servidas con
embrion mula. En el grupo experimental de yeguas gestantes con embrion caballo
solo se vieron afectados los niveles de P4, ya que tanto eCG como E»SOq,,
mostraron niveles estables y hasta en ocasiones mas elevados que el promedio
de su grupo control posterior a la aplicacién del tratamiento. En otros estudios se
ha demostrado el poder luteolitico de la PGF2a cuando es aplicada cada 6-12
horas, terminando con la prefiez 15-85 horas posteriores a su administracion
(Leeuwen et al., 1983). Se ha reportado que una sola inyeccion de prostaglandina
a una dosis de 2.5 mg indujo el aborto en 2 de 3 yeguas a las que se les aplico el
tratamiento en donde sus niveles disminuyeron de 25 ng/ml a 11 ng/ml, en el dia
70 al 90 de la gestacion (Douglas et al., 1974). Candela al momento de aplicarle la
PGF2a, ya presentaba niveles bajos de eCG (< 2 Ul/ml), lo que indica que ya

estaba por finalizar la destruccion natural de sus copas endometriales y el cese en
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el plasma sanguineo de los niveles de gonadotropina coridnica equina (eCG)
(Camillo et al., 2003), por lo que se supondria que la placenta se haria cargo del
soporte luteotropico hasta llegar al parto. Se han detectado niveles de eCG en el
dia 50 al 80 de la gestacion valores que van desde 140 Ul/ml hasta 220 Ul/ml
(Kindahl et al., 1982), como los encontrados en este trabajo. Al momento de
aplicar la prostaglandina a la Candela (semana 13 de la gestacién), esta mostraba
niveles en E>SO,4 de 422 ng/ml y tan solo 12 horas posteriores a su tratamiento,
sus niveles se fueron en picada hasta registrar 0 ng/ml, lo que indica la no
presencia de viabilidad fetal, por lo que era inminente la muerte del feto. Ninguna
yegua del grupo experimental tanto gestante con embrién caballo como gestante
con embrién mula, a excepcion de la Candela, registraron niveles de 0 ng/ml en
E»,SO,. Se ha establecido que alrededor del dia 100 de la gestacion, el coérion-
alantoides secreta una gran cantidad de progesterona y de progestagenos
directamente del endometrio, por lo que los esteroides luteales son necesarios
para mantener la gestacion en los dias 70-90 de la gestacion (Saint-Dizier et al.,
2003); estos progestagenos son utilizados por la placenta para poder mantener la
gestacion, por lo que si no se produce gran cantidad de esta hormona el aborto es
inminente (Allen et al., 2001). Probablemente el cdrion-alantoides de la Candela
en esta etapa de la gestacidon todavia no secretaba grandes cantidades de
progesterona y aunado a la aplicacion de la PGF2a, fue inminente su aborto.

Se ha identificado que la concentracion de progesterona sérica depende de la
cantidad de tejido esteroidogénico, de su capacidad de secretar progesterona y
del flujo sanguineo; la cantidad de tejido esteroidogénico depende del numero, asi
como del tamafio de las células esteroidogénicas luteales, las cuales, ambas,
aumentan durante el desarrollo luteal (Niswender et al., 2000), por lo que resulta
importante hacer énfasis en que cada yegua tiene su propia sensibilidad a la
accion luteolitica que ejerce la PGF2a y se confirma que la yegua es la especie
domeéstica mas sensible a los efectos agudos de este farmaco (Wistenhagen,
2002).

El feto abortado (ANEXO) por parte de la yegua Candela, fue llevado al
Departamento de Patologia de la FMVZ-UNAM, donde se le aplicdé una evaluacion
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patolégica para descartar cualquier otra causa que no fuese por parte de los
efectos luteoliticos de la PGF2a, como produccion de endotoxinas como bacterias
gramnegativas, lo cual pudiese elevar las concentraciones de la PGF2a circulante
resultando en una lutedlisis (Daels et al., 1987), lo cual fue negativo ya que el
resultado mostr6 que no existio evidencia de procesos inflamatorios y/o
traumaticos asociados a la muerte del animal, pudiéndosele atribuir el aborto al

efecto luteolitico de la PGF2a.
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IX.  CONCLUSIONES.

En este trabajo de investigacion se concluye que una sola dosis de 5 mg (1 ml)
de PGF2a administrada en el dia 90 de la gestacion, es capaz de descender los
niveles de P, 12-24 horas posteriores a su administracion, siendo mucho mas
sensibles en esta etapa, las yeguas gestantes con embrion mula a comparacion

de las yeguas gestantes con embrién de caballo.
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