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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue caracterizar morfolégica vy
endocrinolégicamente la formacion de  foliculos anovulatorios hemorragicos
durante la gestacion equina por efecto de un antagonista de GnRH. Para ello se
emplearon 10 yeguas gestantes clinicamente sanas, con historial de 1-3 partos, un
rango de edad entre 5-10 afios que fueron divididas al azar en tres grupos: control
(C) (n=4), anti-GnRH (AG) (n= 3) y anti-GnRH+hCG (AGhCG) (n=3). Los grupos
fueron monitoreados por ultrasonografia en modo B y Doppler a color desde el dia
30 de gestacion al dia 81. Durante los 35 a 81 dias de gestacién se tomaron
muestras de sangre dos veces por semana y se administré el antagonista de
GnRH “Antarelix’ (D-Nal, D-Phe, D-Pal, 4, Phe, D-Hcit, 7, Lys (iPr), 9, D-Ala) a los
grupos AG y AGhCG a una dosis de 0.01 mg/kg IV diariamente por 7 dias y
después a dosis de 0.07 mg/kg por via SC una vez a la semana durante 5
semanas ademas, el grupo AGhCG recibié una dosis de 1500 Ul de hCG en
presencia de un foliculo de 35-37 mm de diametro. La aspiracion folicular se
realizd6 al observar un foliculo con alteraciones en el antro o bien, 24 h post
administracion de hCG. En liquido folicular se determind la concentracion de
progesterona, estradiol, PGFM y VEGF; y en plasma, progesterona, estradiol y
eCG. Los resultados indicaron que con la supresion de LH hipofisiaria se inhibio la
ovulacion secundaria y en su lugar se formaron cuerpos luteos accesorios,
confirmando que la eCG por si sola no es capaz de inducir la ovulacion. La LH
hipofisiaria tiene efecto luteogénico y luteotropico pero principalmente luteogénico
debido a que es necesaria para llevar acabo la ovulacion, ademas de que con su
presencia el numero de estructuras luteas accesorias es mayor que el formado por
la eCG (actuando sin la sinergia con LH) y que el periodo de formacidén de cuerpos
liteos es mas rapido si la LH esta presente. Por el contrario, la actividad de eCG
es exclusivamente luteotrépica al estimular una mayor secrecién de progesterona,
por los cuerpos luteos, que la LH y por el hecho de que no es capaz por si sola de
inducir la ovulacion. En cuanto a las concentraciones plasmaticas se observo una
relacién entre la concentracion de P4 y el numero de glandulas luteas formadas de

modo que, las yeguas que formaron tres cuerpos liteos  tuvieron mayor



produccién de progesterona que las que formaron dos o0 menos cuerpos luteos, sin
embargo, no hay diferencia en la secrecién de progesterona entre las yeguas que
forman tres cuerpos luteos accesorios/FAHs o mas. En liquido folicular se observd
que la concentracion de estradiol y VEGF fue mayor en el grupo testigo; la
concentracion de progesterona en los grupos experimentales y la de PGFM fue
similar entre grupos. Se encontr6 que la LH hipofisiaria es relevante para
owvulacion, influyendo en el nivel hormonal de estradiol, VEGF y PGFM
intrafolicular que determinan en conjunto el curso del foliculo hacia la ovulacién o
anovulacion. Finalmente, se encontré que las alteraciones en liquido folicular al

ultrasonido pueden darse en foliculos desde 25 mm de diametro.
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l.  INTRODUCCION

Los foliculos anovulatorios hemorragicos (FAH) son estructuras que resultan de la
entrada de sangre a un foliculo preovulatorio sin la consecuente ovulacion y
formacion de un cuerpo luteo tipico (CL) (Ginther, 2006). El foliculo anovulatorio
incrementa su diametro, se llena con particulas ecogénicas y eventualmente se
luteiniza con una activa produccién de P4 (Cuervo et al, 2012). Esta estructura ha
sido encontrada en otras especies, incluyendo la mujer (Ginther et al, 2008).

El desarrollo folicular es un proceso continuo que culmina con la ovulacion del
foliculo dominante, con atresia folicular (Savio et al., 1990) o con la formacion de
un foliculo anovulatorio hemorragico (FAH) (Cuervo-Aranjo, 2012). En el segundo
caso, las oleadas foliculares formadas antes del dia 30 de la gestacién culminaran
en atresia debido a la concentracidn insuficiente de LH para inducir la ovulacion
(Ginther, 1992; Allen, 1984) y el tercer caso constituye un problema econémico y
de manejo reproductivo (Ginther, 2006), aunado a ello, se ha demostrado
repetitividad en las yeguas desde que se forma por primera vez pudiendo abarcar
la mayoria de la época reproductiva, mostrando que se puede dar en diferentes
ambientes hormonales (Ginther etal., 2008).

Los indicadores inminentes de la ovulacién se pueden observar tanto en un
foliculo preovulatorio destinado a ovular como en uno destinado a convertirse en
FAH (Ginther et al., 2006), por lo que, la prediccion de la conversion de un foliculo
preovulatorio en un FAH es aun mas dificil que la sola prediccién de la ovulacién,
lo cual dificulta la investigacion de su formacion y las posibles opciones
terapéuticas (Cuervo et al., 2012).

En la yegua, la gestacion temprana se caracteriza por presentar concentraciones
basales de la hormona luteinizante (LH) debido a la retroalimentacion negativa que
se ejerce por el aumento de progesterona (P4) proveniente de la estructura Iutea
formada después de la ovulacién de un foliculo preovulatorio. Sin embargo, la
secrecion de la hormona foliculo estimulante (FSH) continia con un patron
bimodal (Gigli, 2006), induciendo oleadas foliculares cada 10-12 dias (Ginther-
Bergfelt, 1962).



En las yeguas inseminadas con semen de caballo (gestaciones equinas), la
concentracion de P4 disminuye gradualmente entre el dia 12-30 de la gestacion y
a partir del dia 35 se elevan subitamente debido a las ovulaciones secundarias y/o
accesorias (Ginther, 1992; Bergfelt et al., 1989), éstas ultimas como resultado de
la luteinizacion de foliculos dominantes en diferentes momentos de la gestacion
(Allen, 2001a; Boeta y Zarco 2005) que junto con la glandula Iitea primaria
mantendran la secrecion de P4 hasta el dia 150-180 de la gestacion (Squires et
al.,1974a). La formacién de las estructuras ya mencionadas se da por la presencia
de la hormona gonadotropina coridnica equina (eCG) la cual tiene afinidad a los
receptores a LH del cuerpo luteo (Bousfield et al., 1987). La eCG es producida por
las copas endometriales del cinturén corionico del embrion, ésta va a ejercer un
efecto luteotropico y luteogénico a partir del dia 35-40 al 120-150 de la gestacién
(dias en los que se presentara el rechazo inmunolégico de las copas por parte de
la yegua (Boeta-Zarco, 2012; Allen, 2001).

Al evaluar el desarrollo folicular asi como las concentraciones de estradiol y eCG
durante y después del tratamiento con un antagonista de GnRH (D-Nal, D-Phe, D-
Pal, 4, Phe, D-Hcit, 7, Lys (iPr), 9, D-Ala; Antarelix) en gestaciones equinas, se
observd que tanto las concentraciones de eCG como el volumen intrafolicular y el
desarrollo folicular no se vieron afectados por el tratamiento, sin embargo la
owvulacion y o luteinizacion de los foliculos se vio alterada dando como resultado
foliculos anowulatorios hemorragicos, sugiriendo que la eCG puede mantener el
desarrollo folicular pero no es capaz por si misma de inducir la ovulacién como lo
haria la LH hipofisiaria (Costilla, 2011).

La demostracion de que la administracion de un antagonista de GnRH a yeguas
gestantes permite inducir en forma predecible la formacién de foliculos
anowvulatorios hemorragicos, permite tener un modelo para el estudio de la
fisiologia y endocrinologia de dichas estructuras que permita avanzar en el

conocimiento de las causas en la formacion de este tipo de foliculos.



Il. OBJETIVOS

a) Estudiar la falla en la ovulacién de foliculos preovulatorios inducida por
la supresion de la secrecion de LH hipofisiaria en yeguas gestantes.

b) Caracterizar morfolégicamente el desarrollo y permanencia de foliculos
anowvulatorios hemorragicos asi como las caracteristicas de su flujo
sanguineo mediante la ecografia doppler a color.

c) Determinar si la administracion de hCG en foliculos de 35-37 mm de
diametro evita la formacion de foliculos anovulatorios hemorragicos en
yeguas gestantes a las que se les ha suprimido la secrecion endogena
de LH mediante la administracion de un antagonista de GnRH.

d) Comparar las concentraciones plasmaticas de progesterona, estradiol y
eCG en yeguas tratadas con un antagonista de GnRH o con un
antagonista de GnRH mas hCG.

e) Estudiar la endocrinologia de los foliculos anovulatorios hemorragicos a
través de la determinacion de la concentracién de progesterona,
estradiol, PGFM vy factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)
en el liquido de los foliculos anovulatorios hemorragicos y su
comparacion con el liquido de foliculos preovulatorios normales.

f) Relacionar los cambios morfologicos de los foliculos anovulatorios
hemorragicos con las concentraciones hormonales presentes en dichos

foliculos.

lll. HIPOTESIS

La administracion de un antagonista de GnRH inducira falla en la ovulacion en
yeguas gestantes mediante la alteracion en la secrecion de hormonas esteroides,
prostaglandinas y VEGF, las cuales pueden relacionarse con anormalidades en el

desarrollo del foliculo.



IV. REVISION DE LA LITERATURA
A. GnRH

1. Mecanismo de accion

La GnRH es una hormona decapéptida producida en el hipotalamo, se almacena
en la eminencia media y es secretada, hasta que se produce la despolarizacion
neuronal, hacia la hipdfisis a través de capilares fenestrados y vasos portales
(Alexander, 1993).

Las neuronas productoras de GnRH se originan en el bulbo olfatorio y durante el
desarrollo migran al encéfalo a través del primer par craneano hasta ubicarse en la
region hipotalamica (Conn, 2000). En dicha regiéon, un grupo de 500-1000
neuronas se organizan en un centro pulsatil, cada neurona tiene pulsatilidad
intrinseca propia, las cuales estan intercomunicadas para liberar sincronicamente
GnRH a la circulacion portal. Esta regulada por la secrecién endégena de diversas
hormonas entre ellas la melatonina la cual es liberada por estimulo de la
oscuridad. Por lo tanto, la cantidad de horas luz influye en la secrecion de GnRH
en las especies fotoperiddicas. La especie equina se considera como fotoperiddica
positiva ya que el aumento de las horas luz, en forma natural o artificial, produce
una disminucion en la liberacion de la melatonina, permitiendo la liberacion de la
GnRH y estimulando la biosintesis de FSH y LH (Gigli, 2006)

2. Receptores para GnRH

El receptor para GnRH (GnRH-R) es de membrana y esta conformado por siete
dominios transmembranales acoplados a proteina G. El primer receptor hallado,
GnRH I-R, carece de la region carboxilo terminal intracitoplasmatica y su tercer
plegamiento intracelular es relativamente corto. Ambas caracteristicas son
importantes para la internalizacion y desensibilizacién de los receptores que
emplean la proteina G. Se identificaron mas variantes de los receptores en
vertebrados que difieren en el tercer plegamiento extracelular vy el extremo
intracelular. EI nimero de GnRH-R en la hipdfisis aumenta antes del pico
preovulatorio de gonadotropinas y luego decrece (Wang, 2001; Brothers, 2002;
Neill, 2002).



La hormona tiene efecto sobre su propio receptor, por lo cual dependera de la
concentracion y frecuencia de pulsos de GnRH que lleguen a los receptores para
su propia secrecion. La respuesta secretora es mayor ante un segundo pulso de
GnRH que ante el primero. A esto se le llama self-priming o autopotenciacion. A
cantidades fisiologicas del péptido, se observa inicialmente una disminucion en el
nimero de receptores (regulacion a la baja), con menor respuesta del
gonadotropo. Después hay una segunda fase en la que aumenta el numero de
receptores (regulacion a la alta), pero que no implica mayor sensibilidad del
gonadotropo, debido a que los gonadotropos responden cerca de su maxima
secrecion, con so6lo 20% de los receptores ocupados (Wang, 2001; Brothers, 2002;
Neill, 2002).

Concentraciones pequefas de la hormona estimulan la sintesis del receptor y lo
mantiene a niveles fisioldgicos, en cambio en concentraciones altas y constantes
provocan la disminucion de los receptores (regulacion a la baja) vy
desensibilizacion por la internalizacion del receptor y modificaciones en los
segundos mensajeros (Wang, 2001; Brothers, 2002; Neill, 2002).

3. Segundos mensajeros de GnRH

Al unirse la GnRH a su receptor induce un cambio conformacional en la proteina
Gq, activa la fosfolipasa C y la hidrolisis del fosfatidilinositol en inositoltrifosfato y
diacilglicerol, que activan la proteinquinasa C y movilizan el calcio intracelular y el
ingresado desde el medio extracelular por medio de la apertura de canales (Kraus,
2001). La GnRH puede acoplarse a proteinas Gi y Gs, inhibiendo o estimulando la
adenilato ciclasa, ademas de activar otras fosfolipasas, la via de las quinasas

activadas por mitdégenos (MAPK)y la via de la tirosin quinasa (Kraus, 2001).

4. Analogos de GnRH

Se han desarrollado analogos de GnRH sustituyendo uno o varios aminoacidos

que son administrados por via endovenosa, intramuscular, subcutanea o por via
nasal. El uso clinico de los analogos de GnRH ha sido para inducir la liberacion de

LH y la owulacion, para provocar hipogonadismo hipogonadotrépico en tumores



gonadodependientes, endometriosis, pubertad precoz, como medio de diagndstico
en alteraciones de la secrecion gonadotréfica de origen hipofisiario de otro
extrahipofisiario. Con los analogos se buscan ventajas como la de larga duracion,
mayor afinidad por el receptor que la hormona endégena y mayor tiempo de union.
En una primera fase, al analogo se une al receptor y descarga FSH y LH pero
después de agotarse el gonadotropo y permanecer unido al receptor, evita la
accion del GnRH endogeno y lleva a la hiposecrecidon gonadotrépica, el
mecanismo que esta implicado es de ‘“regulacion a la baja” y desensibilizacion
(Huirne, 2001; Elter, 2001; Broqua, 2002).

Los antagonistas de GnRH actuan de manera competitiva pero el efecto es
reversible. Se unen al receptor GnRH-R y bloquean su interaccién con la hormona
enddégena. El boqueo de los receptores de GnRH disminuyen la secrecién de FSH
y LH (Huirne, 2001; Elter, 2001; Broqua, 2002).

Las primeras generaciones de antagonistas como el Detirilex tenian alta actividad
antagonista pero promovian la liberacion de histamina. Posteriormente se crearon
antagonistas sin dicho efecto como Abarelix, Antarelix, Cetrorelix, Genirelix e
fturelix (Huirne, 2001; Elter, 2001; Broqua, 2002).

El descenso de las gonadotropinas es menos drastico para la FSH, sugiriendo la
coexistencia de otro mecanismo regulador para esta hormona (Huirne, 2001; Elter,
2001; Broqua, 2002). El tratamiento con antagonistas de GnRH produce la
disminucién en la secrecién de progesterona pero no lutedlisis completa (Wang,
2004).



B. HORMONAS GONADOTROPICAS

La hormona foliculoestimulante (FSH) y la luteinizante (LH) son glicoproteinas
producidas por la hipodfisis. Estan formadas por la unidon de las subunidades a vy .
La subunidad a es especifica para cada especie y es idéntica en las otras
hormonas glicoproteicas. La subunidad B determina la funcion bioldgica (Gigli,
2006).

1. Hormona foliculoestimulante (FSH)

Es necesaria para el reclutamiento de foliculos antrales. Estimula a las células de
la teca interna para la produccion de andrégenos y a la activacion de la enzima
aromatasa en las células de la granulosa para transformar los andrégenos en
estradiol. También esta involucrada en el aumento de la vascularizacion del
foliculo dominante para permitir una mayor obtencién de nutrientes (Gigli, 2006).
La FSH estimula el surgimiento de la oleada folicular y alcanza su maxima
concentracion cuando el foliculo mas grande alcanza aproximadamente 13 mm de
didmetro (Ginther et al., 2000; Ginther et al., 2004). La disminucién de FSH es
necesaria para la desviacién; hay un intervalo de tres dias entre el pico en la
concentracion de FSH y el inicio de la desviacion. Durante este periodo, todos los
foliculos requieren aun la secrecién de FSH sin embargo, al estar secretando
estrogenos e inhibina contribuyen a la propia disminucién en la liberacion de FSH
desde la hipdfisis. Los foliculos mas grandes se vuelven mas sensibles a la FSH
que los foliculos pequefios (Ginther et al., 2001; Ginther et al., 2003) de manera
que contribuye al desarrollo del foliculo dominante después de la desviacion.

La FSH promueve la proliferaciéon de las células de la granulosa y aumenta el
tamafio folicular, junto con el estradiol, estimula la formacién de cavidad antral y la
expresion de receptores a LH en las células de la granulosa. En el momento de la
ovulacién, estimula la secrecion del activador del plasmindégeno por parte de las
células de la granulosa. En la yegua, la secrecion puede ser uni o bimodal. El
patron bimodal se observa solamente en el periodo de transicion de primavera,

durante este periodo su concentracion en plasma tiene un primer pico al final del



estro y un segundo pico en la mitad del diestro; mientras que durante la temporada

ovulatoria se mantiene solo el patréon unimodal (Alexander, 1993).

2. Hormona luteinizante (LH)

La LH reinicia la meiosis en el ovocito del foliculo preovulatorio, desencadena la
owvulacion y controla el desarrollo y mantenimiento del CL. Actua a través de
receptores de membrana de células de la granulosa, adquiridos antes del inicio de
la desviacion (Goudet et al.,1999), y de la teca del foliculo preovulatorio, de
manera que produce un aumento de AMPc via adenilato ciclasa, estimulando la
conversion de colesterol en pregnenolona para desencadenar lo eventos de la
owvulacion (Gigli, 2006) y la produccidén de progesterona.

La LH en la yegua posee mas carbohidratos y acido sialico que otras especies. Al
medir la hormona periféricamente no se observan los pulsos de liberacion debido
a su vida media alta y a que se libera de forma tdnica y pulsatil. Su concentracion
es baja durante la mitad de la fase Iutea, aumenta pocos dias antes del estro,
durante el decline de la FSH, y alcanza su mayor concentracion en el plasma

generalmente un dia después de la ovulacion (Gigli, 2006).

C. FOLICULOGENESIS

La foliculogénesis es el proceso de formacién, crecimiento y diferenciacion
folicular que abarca desde el foliculo primordial hasta el foliculo preovulatorio (Gigli
et al., 2006). Segun las caracteristicas histolégicas de los foliculos se clasifican en:
primordiales, primarios, secundarios, terciarios o antrales y preovulatorios.

Se denomina foliculo primordial a la estructura que contiene al ovocito primario
detenido en la profase de la primera divisiéon meiodtica (diploteno) rodeado por una
capa de células de la granulosa planas (Gigli, 2006). Estos foliculos corresponden
a la reserva gametogénica, la cual esta calculada entre unos 36,000 a 46,000
foliculos primordiales que utilizara la yegua en toda su vida reproductiva. El
foliculo primario se forma cuando las células planas de la granulosa, antes de
comenzar a dividirse por mitosis, se diferencian en una capa de células de forma

cubica que rodean al ovocito primario (Hirshfield, 1991; Gigli, 2006). En esta



etapa, el ovocito es rodeado por una capa de glicoproteinas denominada zona
pelucida. Las células de la teca interna comienzan a rodear a las de células de la
granulosa, las cuales aumentan en numero y tamano. El foliculo secundario se
forma cuando el ovocito primario esta rodeado por varias capas de células de la
granulosa. Las células tecales se diferencian en una capa externa y otra interna
rodeando a las células de la granulosa. Hasta este estadio los foliculos se
clasifican como preantrales debido a que aun no se ha formado la cavidad antral.
Los foliculos terciarios o antrales se caracterizan histolégicamente por la
presencia de la cavidad antral y por estar rodeados de varias capas cubicas de
células de la granulosa que comienzan a secretar liquido folicular, que al
acumularse produce un reordenamiento de las mismas células del cumulo y
murales (Gigli et al.,, 2006). A nivel molecular se caracterizan por una mayor
expresion de receptores para FSH en las células de la granulosa y para LH en las
células de la teca las cuales van a estar constituidas por tejido conectivo (teca
interna) y por una capa de colageno atravesada por capilares (teca externa).
Finalmente, los foliculos preovulatorios son considerados aquellos de diametro
mayor a 35 mm (Ginther, 1992) y que desde su caracterizacién como dominantes
ademas de expresar receptores a FSH en las células de la granulosa también los
expresaron para LH (Gigli et al., 2006).

D. DINAMICA FOLICULAR
La dinamica folicular consta de tres etapas: reclutamiento, seleccion y dominancia.
El reclutamiento folicular, a su vez, se subdivide en dos etapas:

1) Activacion inicial: comienza antes de la pubertad (Mc Gee-Hsueh, 2000),
abarca desde el foliculo primordial hasta el foliculo terciario (Gigli, 2006), como se
menciond anteriormente es un proceso gonadotrépico independiente. Aunque se
desconocen los factores o mecanismos que promueven que los foliculos
primordiales abandonen la reserva e inicien su activacion, crecimiento y desarrollo,
se ha considerado que estan involucrados diferentes elementos como el factor de

crecimiento y diferenciacién 9 (GDF9), la proteina morfogénica 6sea (BMP15) y la



hormona inhibidora de los conductos de Miller (AMH) (Durlinger et al., 2002;
Juengel etal., 2004).

2) Activacion de foliculos antrales: inicia después de la pubertad y requiere de
niveles elevados de FSH. A la revisidn ultrasonografica se pueden encontrar
foliculos que miden desde 6 mm de diametro (Ginther et al., 2001).

Durante la seleccion estan presentes, en el ovario, de 7 a 11 foliculos con un
diametro entre 5-6 mm, los cuales continian un crecimiento comun bajo el
estimulo de FSH (Ginther et al., 2001) durante aproximadamente 6 dias (Ginther
et al., 2004). Cuando el foliculo mas desarrollado alcanza un diametro de 13 mm
su secrecion de inhibina y estradiol es suficiente para inducir la disminucion de las
concentraciones de FSH. En este momento se produce la seleccion del foliculo
dominante, el cual tendra gran capacidad de produccion de estradiol y mayor
sensibilidad a la LH y FSH. En promedio, el futuro foliculo dominante emerge un
dia antes que los otros foliculos de la oleada, esta emergencia temprana resulta
en un diametro ventajoso para el futuro foliculo dominante (Gastal et al., 2004;
Ginther et al., 2004). Los foliculos continuaran creciendo de 2-3 mm por dia
(Bergfelt-Adams, 2007) hasta el momento de la desviacion en la cual el diametro
del futuro foliculo dominante alcanza de 20-25 mm y el subordinado 19 mm
(Bergfelt-Adams, 2007; Watson et al., 2002). EI foliculo subordinado puede
mantener su viabilidad por un dia o0 mas después del inicio de la desviacion asi
puede ser rescatado para convertirse en dominante si el dominante falla o es
abatido (Ginther et al., 2003; Ginther et al., 2004).

Finalmente, la dominancia consiste en que el foliculo seleccionado dominante
continia creciendo hasta ovular, atresiarse o formar un foliculo anovulatorio

hemorragico; mientras los otros subordinados regresan y se atresian (Gigli, 2006).

10



E. ATRESIA FOLICULAR

La atresia es un proceso degenerativo, paulatino e irreversible del foliculo, con lo
cual pierde su integridad y funcionalidad (Shama, 2000; Chedrese, 2003)

La atresia es el destino de la gran mayoria de los foliculos (Rosado et al., 1991),
se presenta en cualquier estadio del desarrollo folicular aunque es mas frecuente
en foliculos antrales, esta directamente relacionada con el tamafio de los foliculos
ya que los mas grandes presentan un indice proliferativo mayor, que hace a sus
células mas susceptibles a la muerte por apoptosis y por lo tanto a la atresia
(Quirk et al., 2004).

En la atresia, destacan algunos cambios morfolégicos e histolégicos, como son:
nucleos picnéticos y fragmentacion nuclear en las células de la granulosa,
desprendimiento de éstas mismas por la pérdida de la matriz intercelular,
desprendimiento de complejo cumulus-ovocito y en algunos casos hipertrofia de
las células de la teca (Shama, 2000).

El adecuado desarrollo del folicuo depende de la presencia de factores que
promuevan el crecimiento del foliculo y lo protejan de la apoptosis, como son el
factor de crecimiento similar a la insulina (IGF) y el factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF) y hormonas como el estradiol, LH y FSH. En ausencia
de éstos se activa la via de la apoptosis endégena (accidén directa sobre la
mitocondria) en el foliculo, y se da paso a la atresia folicular ( Quirk et al,
2004).

F. PRODUCCION FOLICULAR DE ESTRADIOL

Las células de la teca interna y de la granulosa actuan en forma conjunta para
lograr la sintesis de estradiol (regulacion paracrina) de manera que, las células de
la teca producen andrégenos a partir de colesterol por estimulo de la LH, estos
androgenos se difunden a las células de la granulosa las cuales, por efecto de la
FSH, producen un aumento en la enzima aromatasa, quien finalmente convierte a
los andrégenos en estradiol (Gigli, 2006). Consecuentemente, la liberacion
folicular de estradiol y de inhibina ira suprimiendo la concentracion circulante de

FSH. El estradiol se vera incrementado, aproximadamente, un dia antes de la
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desviacion y se mantendra elevado uno o dos dias antes de la ovulacién (Bergfelt
et al., 2001) y la concentracion de inhibina incrementara antes que el estradiol,
previo al inicio del decline de la FSH (Ginther et al., 2004; Bergfelt et al., 2001;
Irvine et al., 2000; Donadeu et al.,, 2001). Después de la desviacion, la inhibina se
mantendra elevada por accion del foliculo dominante (Raz et al., 2012).
Finalmente, en el momento de la owulacion, la LH producira un aumento en la
secrecion de progesterona al producir un cambio en la esteroidogénesis, el
colesterol comenzara a convertirse en pregnenolona en lugar de estradiol (Tsafriri,
1996).

G. HORMONAS INTRAFOLICULARES DURANTE LA DESVIACION FOLICULAR

1. IGF

Los IGFs funcionan como moduladores de la accién de las gonadotropinas a nivel
celular. Poco después de la seleccion folicular, el foliculo dominante tiene una
actividad proteolitica inducida por FSH. De este modo, se observa que los foliculos
dominantes adquieren la capacidad de separar los IGFs, mediante proteasas
como la proteina plasmatica-A asociada con la prefiez (PAPP-A) que degrada a
las IGFBPs (Spicer, 2004) que liberan IGF para la sinergia con FSH y estimular la
proliferacion y diferenciacion de las células de la granulosa y de la teca asi como
el crecimiento celular, aumento de sensibilidad, produccion de estradiol y
progesterona de las células de la granulosa (Monget, 1995). La actividad y
biodisponibilidad de los IGFs estd modulada por las IGFBPs, a través de su union
alos IGFs y evitan que se unan a sus receptores. (Armstrong, 1997).

En yeguas, el incremento en IGF-1 es el primer cambio observado antes de la
desviacion. El sistema IGF incluye IGF-lI e IGF-ll, proteinas de unién a IGF
(IGFBP-1, -2, -3, 4, -5, -6) y proteasa de IGFBPS (Spicer, 2004). El IGF-I libre
estimula la proliferacion de la granulosa y tiene sinergia con las gonadotropinas

para promover la diferenciacion de las células foliculares (Spicer, 1995).
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La concentracion de IGF-I libre, estradiol, inhibina-A, activina-A es mayor en el
futuro foliculo dominante que en otros foliculos antes del inicio de la desviacion en

equinos.

2. VEGF

El factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) estimula la mitosis de las
células endoteliales, incrementa la permeabilidad vascular y la angiogénesis
(Reynolds, 1998). La angiogénesis fisioldgica se caracteriza basicamente por un
proceso gradual y progresivo (Conway et al., 2001; Joussen et al.,, 2003): (i)
dilatacion de vasos pre-existentes, incrementa la permeabilidad vascular y la
degradacién de la matriz extracelular y la lamina basal (Conway et al., 2001;
Joussen et al., 2003) por proteasas producidas por la célula endotelial (Jussila y
Alitalo, 2002); (ii) proliferacién y migracion de células endoteliales (Conway et al.,
2001; Joussen et al., 2003) hacia el lugar donde se desarrollara el nuevo vaso
sanguineo; (iii) en la seccién media del vaso en formacién, las células endoteliales
proliferan y se ensamblan para formar el lumen del vaso sanguineo, el nuevo vaso
sufre anastomosis con el vaso adyacente para ser perfundido con circulacion
sanguinea (Jussila y Alitalo, 2002; Risau, 1997; Abulafia y Sherer, 2000). Hasta
este punto, el capilar recientemente formado, es fragil y puede ser remodelado;
(iv) La maduracion del nuevo vaso sanguineo hacia un vaso estable y funcional
requiere que (Jussila y Alitalo, 2002) los nuevos vasos formados sean rodeados
por células peri-endoteliales, se reorganiza la matriz extracelular y la lamina basal
y (v) estabilizaciéon de los vasos por la transicion a un fase de quiescencia
(Conway etal., 2001; Joussen et al., 2003).

El VEGF parece tener tres formas de participacion en el desarrollo vascular
normal, primero es capaz de iniciar la angiogénesis promoviendo la proliferacion y
quimiotaxis de las células endoteliales (Reynolds y Redmer, 1998). Segundo,
mantiene la viabilidad de vasos sanguineos inmaduros y tercero, facilita el
recubrimiento de los vasos con pericitos. Participa en la supervivencia de las
células endoteliales induciendo la expresion de proteinas antiapoptéticas tales

como Bcl-2 y A1 (Gerber et al., 1998). EI VEGF es un potente mitogeno de células
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endoteliales, tiene una actividad mitética en neuronas (Jussila y Alitalo, 2002;
Petrova et al.,, 1999) y actividad citoprotectora en las células de la granulosa
(Greenaway etal., 2004).

La familia de proteinas de VEGF, incluyen al VEGFA, VEGFB, VEGFC, VEGFD y
el factor de crecimiento placentario (PLGF) (Redmer et al., 2001). La actividad
biolégica del VEGF esta mediada principalmente por dos receptores tipo tirosina
cinasa: el VEGFR1 y el VEGFR2, ambos se caracterizan por tener siete dominios
extracelulares de union similares a inmunoglobulinas, una sola regidn
transmembranal y un dominio tirosina cinasa intracelular (Redmer et al., 2001;
Berisha et al.,, 2000). Se considera que el VEGFR2 es el mayor mediador de los
efectos mitogénicos, angiogénicos y de permeabilidad de VEGF (Ferrara, 2004). A
la union de VEGF con VEGFR1 también se le han atribuido efectos proliferativos
(Zeng et al.,, 2001), quimiotacticos y de proteccion de células endoteliales
(Ferrara, 2004), aunque por su limitada capacidad de senalizaciéon, es
generalmente considerado un receptor “anzuelo” (Zeng et al., 2001).

El VEGFR1 puede regular la angiogénesis haciendo poco disponible el ligando
para su union con VEGFR2 (Zeng et al., 2001). Adicionalmente, por corte y
empalme de los RNAm inmaduros de VEGFR1 y VEGFR2, se producen formas
solubles de ambos receptores (SVEGF-R1 y sVEGFR2), las proteinas de estos
receptores pierden el dominio transmembranal e intracelular con lo cual no
pueden traducir sefales, sin embargo, mantienen los dominios de union al ligando
conservando la misma afinidad por VEGF que los receptores de membrana
(Robinson y Stringer, 2001). Se sugiere que existe una competencia por el ligando
entre los receptores solubles y los de membrana, que les confiere a los primeros
un efecto anti-angiogénico (Sallinen et al., 2009).

La hipoxia y la hipoglicemia son los mayores estimuladores de la expresion de
VEGF (Shweiki et al.,, 1992). La trascripcion del RNAm de VEGF inducida por
hipoxia es aparentemente mediada, al menos en parte, por la union del factor de
induccion de hipoxia 1 (HIF1) a un sitio de uniéon para HIF1 localizado en el
promotor de VEGF (Levy et al.,, 1995; Liu et al., 1995).
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En el ovario, la formacién de nuevos vasos sanguineos facilita la transferencia de
hormonas, oxigeno y nutrientes hasta las células del foliculo que lo demanden
(Fraser et al.,, 2000), ademas permite la liberacién de hormonas foliculares a la
circulacion (Watson y Al-zi!"abi, 2002). En el estado antral de los foliculos, la capa
vascular esta formada por dos redes concéntricas de vasos sanguineos, una de
ella ubicada directamente por fuera de la membrana basal y la otra en la teca
externa (Martelli et al.,, 2006).

La concentracion de VEGF en el liquido folicular es mas alta en el foliculo
dominante que en el subordinado un dia antes del inicio de la desviacion (Gastal,
1999; Ginther, 2004). El incremento en la vascularidad puede darle al foliculo una
ventaja para recibir un suplemento preferencial de factores de crecimiento,
gonadotropinas, precursores de esteroides y otros nutrientes requeridos para
continuar su desarrollo (Raz, 2012). Durante el periodo peri-ovulatorio los vasos
de la teca interna estan notablemente dilatados e hiperémicos. Ademas, una
distintiva activacion de células endoteliales puede detectarse (Conway et al., 2001;
Joussen et al., 2003; Fam et al.,, 2003). Las células de la granulosa, teca interna,
células luteas y endoteliales muestran una fuerte expresion de VEGF A y VEGF-
R2 durante el periodo peri-ovulatorio (Mdller et al., 2009). La expresién simultanea
de estos factores y receptores coinciden con la pronunciada angiogénesis en este
momento (Hanahan, 1997). La presencia de VEGFR2 en células de la granulosa,
sugiere un efecto autocrino de VEGF. En células de la granulosa de foliculos
seleccionados, la expresion de VEGFR2 se incrementa en relacion con las células
de foliculos no seleccionados, mientras que la expresion de VEGFR1 no cambia
entre tipo de foliculos. En foliculos dominantes de bovino, se demostré que la
proteina de VEGF esta en mayor concentracién en la granulosa que en la teca, sin
embargo, VEGFR1 se encuentra en mayor concentracién en células de la teca
que en células de la granulosa, lo cual sugiere que este receptor, considerado
como anzuelo, podria atraer a VEGF desde la granulosa hacia la teca (Pinzon et
al.,, 2010). El origen de la vascularizacion lutea en el ovario de la yegua esta

localizado principalmente en la teca interna (Watson y AL-zi"abi, 2002).
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H. PROSTAGLANDINAS Y TROMBOXANOS

Son acidos grasos derivados del acido araquidoénico. Intervienen en el proceso de
ovulacion. Tanto PGF2a y PGE2 intervienen en la ruptura de la pared folicular a
través de la liberacion de enzimas contenidas en los lisosomas y en cambios
vasculares. Los tromboxanos tiene un efecto antagdnico al producido por las
prostaglandinas a nivel vascular para que la owulacion sea un proceso
autocontrolado (Tsafriri, 1996). Los cambios vasculares comprenden un aumento
en el fluyo sanguineo como respuesta al aumento de las prostaglandinas y el
sistema renina-angiotensina y una disminucion en la resistencia vascular por
bradiquininas y radicales libres de oxigeno, llevando a una hiperemia (Tsafriri,
1996).

l. MECANISMO DE LA OVULACION

Conforme el foliculo dominante continla creciendo, las concentraciones de
estradiol aumentan estimulando la secrecion pulsatil de GnRH para desencadenar
la oleada de LH y la consecuente ovulacion (Ginther et al., 2006). La oleada de LH
induce en las células de la granulosa un aumento del factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF), también estimula la produccion de histamina y
prostaglandina E2 (PGE2), que favorece la produccion de factores angiogénicos
con la finalidad de asegurar el abastecimiento hormonal adecuado del foliculo para
su maduracion final (Senger, 2003).

Se han descrito tres mecanismos para explicar el proceso de la ovulacion: 1)
presion intrafolicular, 2) contraccion muscular y 3) mecanismo bioquimico. El
mecanismo bioquimico explica este proceso a través de la accion de las enzimas
proteoliticas y los cambios vasculares promovidos por la secrecién de LH. Con ella
se da la activacion del plasmindégeno con el consecuente aumento de la plasmina,
tanto en la teca como en la granulosa, que promueve la conversion de la
procolagenasa en colagenasa la cual ejercera su funcién sobre las células de la
teca externa, formada de colageno, disminuyendo asi la tension de la pared
folicular, dicho sitio corresponde al area apical del foliculo, observada al
ultrasonido (Gigli, 2006).
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J. FUNCION Y REGULACION DEL CUERPO LUTEO

El pico de LH desencadena poco antes de la ovulacion el reinicio de la meiosis del
ovocito y la luteinizacion de las células foliculares. Las células de la granulosa se
diferencian a células luteas grandes (LLC) (Niswender et al., 2000), capaces de
producir progesterona, lo cual ocurre por el incremento en la expresion de enzimas
que convierten el colesterol a P4 (P450ssc y 33-HSD) y el decremento en la
expresion de las que convierten progesterona a estrégenos (P450-17-a y P450
arom) (Bao y Garverick, 1998).

Después de la ovulacion, la cavidad antral se llena de sangre, razon por la cual a
la estructura se le denomina cuerpo hemorragico, las células Iiteas pequefias,
fibroblastos y células endoteliales proliferan y las células liteas grandes duplican
su tamano sin modificar su niumero, hasta formar una masa compacta de células a
la que se le denomina cuerpo luteo. En la yegua el desarrollo del cuerpo luteo
abarca desde el dia 0 al 5 post-ovulacion. A las 10-12 horas pos-ovulacién el CL
de la yegua ya produce altas concentraciones de progesterona (Wang, 2004).
Durante su formacién, el CL tiene una gran demanda metabdlica debido a la
elevada tasa de crecimiento la cual implica un gran desarrollo de vasos
sanguineos para satisfacer sus necesidades de oxigeno y nutrientes. Para esto, el
VEGF y sus receptores, juegan un papel fundamental en la formacién de vasos
sanguineos que le permite al CL cubrir sus demandas (Alonso-Pozos et al., 2006).
La alta afinidad de los receptores de LH de las células Iuteas, permiten que el CL
se mantenga activo pese a las concentraciones bajas de esta hormona durante el
diestro. En la yegua este periodo abarca del dia 5 al 14 pos-ovulacion (Gigli,
2006).

En ausencia de sefales embrionarias hacia la madre se produce la regresion del
CL alrededor del dia 14. El utero es el 6rgano que determina la regresion del CL a
través de la secrecidn de prostaglandina F2a (PGF2a). Debido a que la arteria
ovarica en la yegua no se localiza en contacto directo con la pared de la vena
utero-ovarica, la llegada de la PGF2a se realiza de forma sistémica. El efecto

luteolitico de la PGF2a, ocurre principalmente por accidon vaso constrictora sobre
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el endotelio vascular que irriga al CL, como consecuencia habra una menor
llegada de nutrientes, oxigeno y colesterol necesarios para la esteroidogénesis
(Niswender et al., 2005). Los estrégenos ejercen un efecto positivo sobre el utero
para liberar PGF2a pero es necesario que la progesterona haya actuado
previamente sobre las células endometriales. A diferencia de la vaca, el cuerpo
liteo de la yegua no produce oxitocina (Goff, 1987). El endometrio (Behrendt,
1997) sintetiza oxitocina, estimulando positivamente la secrecién de PGF2a
(Vanderwall, 1998).

La regresion funcional del cuerpo luteo involucra principalmente una reduccion en
la secrecion de progesterona, mientras que la regresidon estructural involucra
alteraciones en la estructura celular de la glandula y una gradual involucién dentro
del ovario, para formar una pequena cicatriz compuesta de tejido conectivo fibroso

ala que se le denomina cuerpo albicans (Hussein, 2005).

K. GESTACION TEMPRANA EN LA YEGUA

En la yegua, entre el dia 6 y 7 de la gestacién, el embridén pasara a través de la
papila uterotubal, por la secrecién de PGE2 la cual va a ejercer un efecto de
relajacion en las fibras musculares circulares lisas del oviducto, hacia el utero. El
embridén desarrollara una capsula resistente, formada por glicocalix entre los dias
6.5 y 22 de la gestacion, dicha estructura conferira resistencia y elasticidad al
embrion contra las contracciones miometriales ademas de ser la estructura que
captara los nutrientes provenientes de la leche uterina para el desarrollo del
embrién (Allen, 2001).

La gestacién temprana se caracteriza por tener bajas concentraciones de LH por
la retroalimentacion negativa que ejerce la progesterona, sin embargo, la
secrecion de FSH continla de manera bifasica y, durante los primeros dias, hay
oleadas foliculares cada 10-12 dias (Gigli et al., 2006; Ginther, 1992).

Entre el dia 25-35 post-ovulacion se desarrolla el cinturén coridnico en el embrion,
cuyos pliegues aumentan en numero y se proyectan hacia el interior de las
vellosidades uterinas (Allen et al.,, 1993). A partir del dia 36-38 post-ovulacién, la

células del cinturdn corionico se desprenden para invadir el estroma endometrial y
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formar las copas endometriales (Thway et al., 2001) las cuales produciran altas
concentraciones de gonadotropina coridénica equina (eCG) (Ginther et al., 1992;
Bergfelt et al., 1989) desde el dia 40 hasta el 150 de la gestacion (Allen, 2001;
Boeta y Zarco 2005) alcanzando su maxima capacidad secretora entre los dias
60-70 de la gestacion (Allen, 2001).

La eCG es una hormona glicoproteica cuya secuencia de aminoacidos de sus dos
subunidades es idéntica a las subunidades de la LH equina (Bousfield, 1987).
Ambas hormonas se unen al mismo receptor (LH / eCGr), sin embargo, la afinidad
de eCG por el receptor es mucho mas baja que la de LH debido a las diferencias
en la (glicosilacion de ambas hormonas (Martinuk et al., 1991). La alta
concentraciéon de eCG le confiere un papel potencial en el control de la fisiologia
ovarica (Murphy, 1991). La presencia de eCG durante la gestacion tiene efecto
luteogénico que conduce a la formacion de cuerpos Iuteos suplementarios,
después del dia 35 de la gestacion como resultado de la ovulacién ylo
luteinizacion de foliculos dominantes en diferentes momentos de la gestacién
(Allen, 2001a; Boeta y Zarco 2005) por las oleadas foliculares resultantes de los
patrones de secreciéon de la FSH (Gigli et al., 2006; Ginther, 1992). También, tiene
efecto luteotrépico en el cuerpo liteo primario el cual incrementa su secrecién de
progesterona después de iniciar el aumento de eCG (Allen, 1984; Boeta y Zarco
2005). Estos eventos se continlan hasta que las copas endometriales son
rechazadas inmunolégicamente entre el dia 120 a 150 de la gestacion (Bergfelt et
al., 1989).

El embrién equino secreta PGF2a y PGE2 provocando contracciones y relajacion
del miometrio que le permite migrar libremente en el lumen uterino desde el dia 8
post-ovulacion hasta el dia 16. De esta forma el embrién recorre de 10 a 20 veces
por dia el lumen uterino (Ginther, 1998; Giriffin y Ginther, 1990). En el dia 16 de la
gestacion, el embrion se fija cerca de la bifurcacién uterina en uno de los cuernos
debido al aumento en el tono miometrial y por el crecimiento de la vesicula
embrionaria (Ealy et al., 2009; Allen, 2001; Ginther, 2001). El recorrido del embrién

por el lumen uterino ademas de constituir el reconocimiento materno de la
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gestacion, es un mecanismo luteostatico ya que mantiene disminuidos los

receptores a oxitocina entre los dias 10 a los 16 de la gestacion (Ealy et al., 2010).

L. FOLICULOS ANOVULATORIOS HEMORRAGICOS (FAHSs)

Se conoce como foliculo anovulatorio hemorragico (FAH) a la estructura que
resulta después de la entrada de sangre al antro folicular sin la subsecuente
owvulacion (Ginther et al., 2006).

1. Antecedentes

Esta estructura ha sido encontrada en otras especies, incluyendo la mujer, en la
cual recibe el nombre de foliculo anovulatorio luteinizado (LUF) (Ginther et al.,
2008). El LUF ha sido comunmente usado en la medicina humana para referirse a
una causa comun de infertilidad en las mujeres la cual, se caracteriza por una falla
en la ruptura y owulacion de su foliculo preovulatorio a pesar de los cambios
owulatorios secundarios, tal como el pico de LH, el aumento en la P4 o la
transformacion secretora del endometrio. En lugar de la ovulacion y la formacion
de un tipico CL, el foliculo anovulatorio incrementa su diametro, se llena con
particulas ecogénicas y eventualmente se luteiniza con una activa produccion de
P4 (Cuervo et al., 2012).

2. Incidencia

El FAH se ha observado tanto al inicio de la época reproductiva como al final, 5%
y 20% respectivamente, asi como en yeguas viejas, representando un problema
econdémico y de manejo por la inversidn realizada. Se ha demostrado repetitividad
en las yeguas desde que se forma por primera vez pudiendo abarcar la mayoria
de la época reproductiva, mostrando que se puede dar en diferentes ambientes
hormonales (Ginther et al., 2008).

3. Etiologia
El liquido folicular en las yeguas contiene un anticoagulante similar a la heparina

(Stangroom y Weevers, 1962). Se ha sugerido que los cambios en el desarrollo
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del FAH, observados a través del ultrasonido, se deben a la disminucion de la
efectividad de este anticoagulante en liquido folicular, aunque no ha sido

demostrado.

4. Hallazgos
Ginther et al (2006) compararon las caracteristicas al ultrasonido y en cuanto a

concentracion hormonal entre un foliculo pre-FAH y un foliculo destinado a owvular,
rescatando que: en el dia -3, la concentracion de E2 fue mayor en el foliculo pre-
FAH que en el foliculo preovulatorio; del dia -3 al 0, no hubo diferencia en el
edema endometrial entre ambos tipos foliculares; en el dia -1, los indicadores de la
inminente owulacion fueron iguales en ambos foliculos, el diametro del foliculo pre-
FAH podia ser mayor o igual al foliculo preovulatorio y que mientras el foliculo pre-
FAH mostré flujo sanguineo en la pared del area apical el otro no lo presentd; en
el dia 3, las concentraciones de P4, LH y FSH también fueron iguales; finalmente
del dia 0-17 tampoco hubo diferencia en la concentracion de P4 entre ambos tipos

foliculares.

5. Técnicas diagndsticas de FAHs

a) Ultrasonografia modo B

Las alteraciones que se observan en los FAHs, son las siguientes (Dia 0 = dia en
que se debid presentar ovulacién): 1) dia -1, aparicion de puntos ecogénicos en el
antro folicular, los cuales exceden en cantidad a los esperados en un foliculo
preovulatorio normal, 2) engrosamiento de la granulosa, 3) dia 1, formacion de
lineas ecogénicas, similares a cadenas, en el antro folicular, 4) dia 1-2. Las lineas
ecogeénicas daran la formacién de redes y 3) dia 3, el foliculo se tornara firme, esto
es detectable mediante la presion con el transductor (Ginther et al., 2006). EI FAH
falla en la ruptura folicular pero su diametro continia incrementando, observando
que en el dia 1 (Dia 0 = dia en que se debid presentar ovulacién) puede tener un
diametro de 40 mm vy al dia 3 haber aumentado a 59 mm, asi mismo se ha

reportado que el FAH ha alcanzado hasta 80mm de diametro, probablemente por
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la continua entrada de sangre al foliculo por una ruptura folicular incompleta.
Posteriormente, la pared de FAH se espesa y se vuelve altamente ecogénica
indicando la activa luteinizacion, esto demuestra la viabilidad del foliculo antes de
la formacion del FAH (Ginther et al., 2006; Cuervo et al., 2012).

Los indicadores inminentes de la ovulacién : disminucién de la turgencia folicular,
la pérdida de la forma esférica, la presencia de puntos ecogénicos en el antro
folicular, el borde dentado de la granulosa y la formacion de un area apical en la
pared folicular que corresponde con el sitio de ovulacién (Ginther et al., 2006) se
pueden observar tanto en un foliculo preovulatorio destinado a ovular como en uno
destinado a convertirse en FAH (Ginther et al., 2006), por lo que, la prediccion de
la conversion de un foliculo preovulatorio en un FAH es aun mas dificil que la sola
prediccion de la owulacion, lo cual dificulta la investigacion de su posible

mecanismo patogénico y las opciones terapéuticas (Cuervo et al., 2012).

b) Ultrasonografia doppler a color

El ultrasonido color-Doppler se ha utilizado para mostrar el flujo sanguineo en los
foliculos preovulatorios y en los pre-HAF observando que es mucho mayor en el
segundo que en el foliculo preovulatorio (Ginther etal., 2006)

Durante un examen Doppler es posible realizar una evaluacion cualitativa o
cuantitativa de vasos o tejidos especificos. La velocidad y direccién de los vasos
sanguineos puede ser representada por tipos e intensidades de pixeles de color o
como una velocidad grafica espectral (Ferreira etal., 2011).

La vascularidad Iutea es estimada por la revision en movimiento lento y continuo
del cuerpo luteo completo (Ginther et al., 2008). Puntos de color en la periferia y
en el centro del CL deben incluirse en la estimacién de la perfusion lutea (Ginther
et al., 2007). Una alternativa para validar el examen subjetivo del CL es determinar
el numero de pixeles de color capturados en una imagen que represente la
seccion mas amplia del CL con areas distintivamente coloreadas (Ginther et al.,
2004). En los foliculos se estima considerando las sefales de color de los vasos
de la pared folicular (Siddiqui et al., 2010). El foliculo completo debe escanearse

varias veces en un lento y continuo movimiento. Sin embargo, en caso de foliculos
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preovulatorios es imposible hacerlo asi por sus dimensiones. En tales casos, la
evaluacion se hace por partes y se usa el promedio para estimar la vascularidad
(Ferreira et al., 2011).

c¢) Obtencion de liquido folicular para medicion hormonal

Alrededor del momento de ovulacion existe una importante actividad angiogénica y
las células germinales endoteliales crecen a partir de los capilares y venas de la
teca, éstos pasan a través de la lamina propia hacia la granulosa y establecen un
sistema vascular con un flujo sanguineo importante (McClure et al., 1993). El
liquido folicular constituye el microambiente que nutre al ovocito y, como parte de
la maduracién del foliculo, el volumen de liquido folicular, asi como los niveles
hormonales intrafoliculares aumentan (Tarlatzis et al., 1993). EI conocimiento y
entendimiento de los aspectos intrafoliculares de la desviacion se ha incrementado
debido a los avances experimentales como el muestreo de liquido folicular (Evans,
1997; Mihm, 2000), la ablacién folicular (Gastal, 2004) y la inyeccién de factores
potencialmente estimuladores o inhibidores dentro de los foliculos (Ginther, 2004).
Se ha observado que la concentracién intrafolicular de estradiol es uno de los
parametros mas precisos para distinguir a los foliculos sanos de los atrésicos, ya
que los primeros presentan una cantidad mayor (Westergaard et al., 1986; Seibel
et al., 1989).
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V. MATERIAL Y METODOS

A. MODELO CONCEPTUAL

En las yeguas se presenta una alteracion en la actividad owvulatoria la cual
involucra hemorragia dentro del antro del foliculo preovulatorio y luteinizacién de la
pared sin su previa ruptura. Dicha alteracién es una condicion anovulatoria normal
que ocurre en yeguas con gestaciones tempranas, a pesar de sus altas
concentraciones de eCG y niveles basales de LH. Por lo que se administré un
antagonista de GnRH para inhibir en su totalidad la secrecion de LH y ver el efecto
aislado de la eCG. Al mismo tiempo se aplicé gonadotropina coridnica humana
para inducir la ovulacion.

Con base en la evidencia mencionada en el marco tedrico, se propone el siguiente

modelo conceptual.

Gestacién equina Antagonista de
(35 - 81 dias) GnRH

Alteracion hormonal Administracion de
y en VEGF hCG

Alteracién del flujo
sanguineo y
desarrollo folicular

Formacién de
foliculos
anovulatorios
hemorragicos

Se desencadena la
ovulacion
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B. LOCALIZACION
El presente estudio se realizd en el antiguo Centro de Ensefianza, Investigacién y
Extension en Produccion Agricola y Ganadera (CEIEPAG) de la FMVZ, ubicado en

el kilbmetro 2.5 de la carretera Chalco-Mixquic, Chalco, Estado de México.

C. POBLACION

Se utilizaron 10 yeguas gestantes, clinicamente sanas, con historial de 1-3 partos,
un rango de edad entre 5-10 afos y condicion corporal entre 2.5-3.5 en escala de
Martin-Rosset (1993). La alimentacion de las yeguas fue a base de heno de avena
y heno de alfalfa.

Como semental se empled un caballo criollo de 10 afos, clinicamente sano.

Para realizar el servicio lo mas préximo a la owulacion, las yeguas fueron
receladas diariamente, las que mostraron interés en el semental fueron
monitoreadas diariamente mediante palpacidon y ultrasonografia para evaluar el
desarrollo folicular y programar el servicio. Este se llevd a cabo mediante
inseminacion artificial. Para la coleccion de semen se emple6 una vagina artificial
tipo Colorado y se realizé la inseminacién transcervical con semen fresco sin diluir.
El diagnostico de gestacion se realizo en el dia 15 post-ovulacion, en caso de que

éste fuese negativo se volvié a inseminar a las yeguas que lo requerian.

D. ULTRASONOGRAFIA

A partir del diagnéstico de gestacidn, se monitored la viabilidad embrionaria cada
tercer dia (Ginther, 1986) verificando el latido cardiaco. La viabilidad fetal se
confirmé mediante la deteccion del latido cardiaco y movimiento fetal.

Desde los primeros 30 dias de gestacion se llevd a cabo el seguimiento
ultrasonografico de crecimiento folicular y flujo sanguineo por medio de un
ultrasonido modo B y Doppler a color, dos veces por semana hasta que el
diametro folicular alcanz6 30 mm de diametro, a partir de ese momento el

seguimiento se realizé diariamente.
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E. TRATAMIENTO

A partir del dia 35 de gestacion, las 16 yeguas fueron divididas al azar en tres
grupos: Grupo control (C) (n=4), Grupo anti-GnRH (AG) (n=3) y Grupo anti-
GnRH+Hcg (AGhCG) (n=3).

El antagonista de GnRH utilizado fue Antarelix (D-Nal, D-Phe, D-Pal, 4, Phe, D-
Hcit, 7, Lys (iPr), 9, D-Ala) a una dosis de 0.01 mg/kg IV diariamente por 7 dias,
posteriormente se aplic6 semanalmente, via subcutdanea, a una dosis de 0.07
mg/kg durante 5 semanas (Costilla, 2012), a partir del dia 35 de gestacion.

En el grupo AGhCG, se monitore6 a la yegua por ultrasonografia y al momento de
detectar un foliculo de 35 mm de diametro, 24 horas después, se administr6 hCG
a dosis de 1500 Ul V.

F. OBTENCION DE LIQUIDO FOLICULAR
Para la aspiracion se empled un ultrasonido de tiempo real con un transductor
transvaginal.

a) Grupo Control (4 yeguas): se realizd el seguimiento folicular
ultrasonografico por medio de un ultrasonido modo B y Doppler en yeguas
de 35 dias de gestacion. Al detectar el desarrollo de un foliculo
preovulatorio (35 mm de didametro) en una yegua se procedid a realizar la
aspiracion de liquido folicular por via transvaginal, en otra hembra, la
aspiracion se realizé hasta encontrar el segundo foliculo preovulatorio y en
las Ultimas dos se hizo hasta que se encontré el tercer foliculo
preovulatorio.

b) Grupo anti GnRH (3 yeguas): se realizd el seguimiento igual que con el
grupo control de tal manera que al detectar el desarrollo de un foliculo
anowulatorio en cada yegua, por medio del ultrasonido Doppler a color, se
procedio a la aspiracién del liquido folicular.

c) Grupo anti GnRH + hCG (3 yeguas): se realizd el seguimiento
ultrasonografico antes descrito de tal manera que al detectar un foliculo
preovulatorio, se administr6 hCG y a las 24 hrs post administracion se

procedio con la aspiracion del liquido folicular.
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G. MEDICION DE PGFM, VEGF, E2 Y P4 EN LIQUIDO FOLICULAR

En el liquido folicular obtenido por aspiracion se determinaron las concentraciones
de progesterona, estradiol, prostaglandina F2alfa y del factor de crecimiento del
endotelio vascular. Las muestras se mantuvieron en congelacion a -20°C hasta la
determinacion hormonal. Para la determinacidén de progesterona se utilizé un kit de
radioinmunoensayo (RIA; TKPG-2, SIEMENS). EI método mostré un coeficiente de
variacion intraensayo de 9.7% y una sensibilidad de 0.1-40 ng/ml. La medicién de
PGFM se realiz6 con un enzimoinmunoenzayo de fase solida (EIA kit; 516671,
Cayman Chemical’'s ACE) cuyo coeficiente de variacion intraensayo fue de 8.8% y
la sensibilidad de 6.4 - 4,432.94 pg/ml. La determinacién de VEGF fue por medio
de un enzimoinmunoensayo (ELISA kit, 900-K10, PeproTech) con un coeficiente
de variacion intraensayo de 12.8% y sensibilidad de 16 — 1,000 pg/ml. Finalmente,
para la determinacion de estradiol también se realizd un enzimoinmunoensayo
empleando el anticuerpo de deteccion R4972 a una concentracion de 1/20,000
donado por Coralie Munro de la Universidad de Davis, California y HRP a una
concentracion de 1/40,000, el ELISA se llevd a cabo segun el procedimiento
descrito por Munro y Stabenfeld (1984). El coeficiente de variacion intraensayo fue
de 14% y la sensibilidad de 0.24—-1001 pg/ml.

H. DETERMINANCION DE P4,E2Y eCGEN SUERO

Se determinaron las concentraciones plasmaticas de eCG, progesterona vy
estradiol entre los dias 35 y 81 de gestacion. Para ello, a partir de la quinta
semana de gestacion se obtuvieron dos veces por semana muestras sanguineas
de cada yegua mediante puncion yugular. Las muestras de sangre se
centrifugaron a 3000 r.p.m. durante 10 minutos dentro de la primera hora posterior
a su obtencion para separar el plasma, el cual se mantuvo en congelacién a -20°C
hasta la determinacion hormonal por radioinmunoensayo de progesterona (RIA;
TKPG-2, SIEMENS) con coeficientes de variacion intraensayo de 9.7% y una
sensibilidad de 0.1-40 ng/ml; y por enzimoinmunoensayo de eCG (EIA-1298,
DRG diagnostics). Para la determinacion de estradiol también se realizd un
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enzimoinmunoensayo empleando el anticuerpo de deteccion R4972 a una
concentracion de 1/20,000 donado por Coralie Munro de la Universidad de Dauvis,
California y HRP a una concentracion de 1/40,000, el ELISA se llevo a cabo segun
el procedimiento descrito por Munro y Stabenfeld (1984). El coeficiente de
variacion intraensayo fue de 14% vy la sensibilidad de 0.24-1001 pg/ml. Los
coeficientes de variacion para eCG intra e interensayo fueron de 3.2% y 7.3%,

respectivamente, con una sensibilidad de 0.2-305 mUI/m.

l. ANALISIS ESTADISTICO

Con el objeto de evaluar el efecto de la administracién de un antagonista de GnRH
sobre la formacion de foliculos anovulatorios hemorragicos y las concentraciones
de P4, eCG, E2, VEGF y PGFM se compararon las concentraciones de cada
hormona por medio de un analisis de varianza para mediciones repetidas

utilizando la semana de gestacion y tratamiento como efectos principales.
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VI. RESULTADOS

A. FORMACION DE CUERPOS LUTEOS SUPLEMENTARIOS

En la figura 1.1 se observa que en los grupos AG y AGhCG la acumulacién de
cuerpos luteos fue similar durante todo el periodo de estudio por el contrario, el
grupo control tuvo siempre mayor numero de cuerpos luteos sin embargo, fue
hasta la semana 9 de gestacién en la que la diferencia entre los dos primeros y el
grupo control fue significativa (p<0.05). Los grupos C, AG y AGhCG acumularon
7.62 +0.8,4.32 £ 0.43 y 3.08 + 0.89 estructuras respectivamente.

== AG AGhCG === C
12 4

10 -

Promedio de CL’s

6 7 8 9 10 11 12

Semana de gestacion

Figura 1.1 Numero de cuerpos luteos suplementarios (media + ee) que acumuldé cada grupo de
estudio durante el periodo experimental. En la semana 9 el grupo control fue significativamente
mayor que los otros dos (p<0.05).

Los tres grupos de estudio formaron cuerpos luteos suplementarios ya sea por
owvulacion secundaria y/o por la formacion de foliculos anovulatorios hemorragicos
sin embrago, el grupo que fue significativamente mayor en cuanto a formacién de

dichas estructuras fue el grupo control (p<0.05) con un promedio de 6.35 + 0.25,

+

mientras que el grupo de yeguas con el antagonista de GnRH (AG) tuvo 3.18
0.19 y el grupo de yeguas con el antagonista mas hCG (AGhCG) formé 2.77 *

0.32 estructuras luteas, y entre ellos no hubo diferencia significativa (p>0.05).
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Cuerpos luteos suplementarios por grupo de estudio
sk

T

O B N W H» U1 O
]

Promedio de cuerpos luteos

C AG AGhCG

Grupo de estudio

Figura 1.2 Numero de cuerpos luteos suplementarios (media + ee) que acumulé cada grupo de
estudio. El asterisco indica el grupo que fue significativamente diferente (p<0.05).

Desde el inicio del estudio se observd la formacion de estructuras Iateas
secundarias como accesorias pero fue hasta la semana 8 de gestacion en la que
el numero de cuerpos liteos aumentd significativamente, de tal manera que en la
semana 7 de gestacion habian 1.61 £ 0.36 y para la 8 llegé a 2.81 £ 035y
continué aumentando hasta acumular (media + ee) entre 5.12 £ 0.37 y 5.99 £ 0.3

estructuras durante el resto del estudio (figura 1.3).

Cuerpos luteos suplementarios formados
durante el periodo de estudio

6 7 8 9 10 11 12

Semana de gestacion

Promedio de cuerpos luteos
o = N w D w (o)} ~
1

Figura 1.3 Numero de cuerpos luteos suplementarios (media + ee) que se acumularon durante el
periodo de estudio en los arunos experimentales v el control.

31



B. FALLA EN LA OVULACION DE YEGUAS GESTANTES TRATADAS CON UN
ANTAGONISTA DE GnRH

1. Cuerpos luteos suplementarios (CLs secundarios + CLs accesorios)

En el cuadro 1 se observa que en mas del cincuenta por ciento de las yeguas se
inhibi6 la owvulacion secundaria y en su lugar se formaron cuerpos Iuteos
accesorios sin embargo, dos yeguas ovularon al inicio del tratamiento con el
antagonista, de las cuales solo una formé cuerpos luteos accesorios; tres yeguas
mantuvieron la gestacion, durante el periodo experimental unicamente con el

cuerpo luteo primario.

Cuadro 1. Formacién de cuerpos IUteos secundarios y accesorios en yeguas

tratadas con un antagonista de GhRH (n=6)

No. de yeguas Semanas
Estructura -
AG AGhCG gestacion
Cuerpos luteos accesorios 2/3 (66.66%) | 3/3 (100% 7-11
Cuerpos luteos secundarios y
. 1/3 (33.34%) 0/3 (0%) 6-8
accesorios
*Solo cuerpo luteo primario 3/5 0/5 -
*Solo cuerpo luteo secundario 1/5 0/5 6
*Luteinizaciones espontaneas 1/5 0/5 9

* Yeguas no incluidas en el cuerpo del estudio (Ver Anexo).

2. Cuerpos luteos accesorios

En la figura 2 se observa que la formacién de los cuerpos luteos accesorios en el
grupo AG y AGhCG inicié a finales de la séptima semana de gestacion y continud
durante todo el periodo experimental de manera que para la semana 12 de
gestacion ya no se detectd la formacidon de nuevas estructuras luteas. Sin
embargo, fue durante la semana 8 de gestacion en la que se formaron la mayoria

de dichas estructuras (50-56 dias de gestacion).
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Grupo AG Y AGhCG
20 -
18 -
16 A
14 -
v 12
—
© 10 -
(=]
2 3 -
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4 .
2 - I
O T T - T T T T - T 1
5 6 7 8 9 10 11 12
Semana de gestacion

Figura 2. Numero de cuerpos luteos accesorios formados en yeguas que recibieron el tratamiento
con un antagonista de GnRH y las que recibieron antagonista de GnRH+hCG. EI mayor numero
de estructuras Iuteas accesorias se dio durante la semana 8 de gestacion. El area sombreada
representa el periodo de tratamiento con el antagonista de GnRH.

C. FALLA EN LA OVULACION DE YEGUAS CON GESTACION EQUINA QUE
NO RECIBIERON TRATAMIENTO CON UN ANTAGONISTA DE GnRH
(GRUPO CONTROL) .

1. Cuerpos luteos suplementarios

Como se puede observar en el cuadro 2, en todas las yeguas del grupo control se
formaron cuerpo liteos secundarios asi como uno o mas cuerpos luteos. Solo una
yegua presentd una owvulacién secundaria durante la semana 7 de gestacién sin

formacion de cuerpos luteos accesorios.
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Cuadro 2. Formacion de cuerpos luteos secundarios y accesorios en las

yeguas que no recibieron tratamiento con el antagonista de GnRH (n=4)

Estructura No. de yeguas Semana de gestacion
Cuerpos luteos accesorios 0/4 (0%) -
Cuerpos luteos secundarios y
. 4/4 (100%) 6-10
accesorios
* Solo cuerpo luteo secundario 11 -

* Yegua no incluida en el cuerpo de estudio (Ver Anexo).

En el grupo control, a diferencia de los grupos experimentales, se observo la
formacion de cuerpos luteos secundarios durante la semana 6 y 7 de gestacion.
en tanto la formacion de cuerpos liteos accesorios inicid entre las semanas 7 y 8
de gestacién desde la cual continuaron desarrollandose mas estructuras hasta la
semana 10, alcanzando el maximo numero de estructuras durante la semana 9 de

gestacion (Figura 3).

Grupo control

18 1
16 -
14 -
12 A

10
B CL Accesorios

. I | I CL secundarios
6 7 8 9 10 11 1

2

No. CL’s

o N b~ OO X
1

Semana de gestacion

Figura 3. Numero de cuerpos luteos suplementarios formados entre los dias 35 a 84 de gestacion
en las yeguas que no recibieron el tratamiento con un antagonista de GnRH. El mayor nimero de
estructuras luteas accesorias se formd durante la semana 9 de gestacion. El area sombreada
representa el periodo de tratamiento con el anti-GnRH.
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D. CARACTERIZACION DE CUERPOS LUTEOS ACCESORIOS/FOLICULOS
ANOVULATORIOS HEMORRAGICOS (FAH)

1. Alteraciones en el antro folicular

En la figura 4 se muestra que la mayoria de las alteraciones de los foliculos
observados mediante ultrasonografia se dieron cuando median entre 26 y 30 mm
de diametro. Sin embargo, podian verse alteraciones en foliculos desde 20-25 mm
de diametro. Nétese que no se encontré ningun foliculo >40 mm de diametro sin

haber mostrado alteraciones en liquido folicular previamente.

Relacion diametro-alteracion
14
12
17
9 10
3
e
:9 8
s 67
g4
2 -
O i 1
20-25 26-30 31-35 36-40 > 4
Diametro (mm)

Figura 4 Diametro folicular en el que se observaron las primeras
alteraciones del antro folicular.

2. Diametro maximo de los FAH s/cuerpos liteos accesorios

La figura 5 muestra que solo el 19 % de los FAHs observados alcanzaron como
diametro maximo mas de 50 mm seguido por el 22% de los foliculos que quedaron
por debajo de los 35 mm de diametro y el 25 % de los que midieron entre 46 y 50
mm. Durante las observaciones predominaron, con un 34%, los FAHs que
alcanzaron un diametro maximo comprendido entre 35-45 mm previo a su

luteinizacion.
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FAH's

m<35
35-45

H 46-50

H>50

Figura 5 Diametro folicular que alcanzaron los FAH's.

3. Periodo de formacién

En la figura 6 se observa el tiempo que tardaron en formarse los FAHs desde que
se observaron las primeras alteraciones hasta la luteinizacion. En promedio, los
FAHs del grupo control tardaron menos tiempo en luteinizarse que los de los

grupos que recibieron el antagonista de GnRH.

Periodo promedio de formacion de FAHs

9.5 -

8.5 1

Dias Promedio

AG-AGhCG Control
Grupos de estudio

Figura 6 Periodo promedio de formacioén de los FAHs en las yeguas control y
en las yeguas que recibieron el antagonista de GnRH. Los FAHs del grupo
control tuvieron un periodo de formacion menor al de los otros grupos.
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4. Alteraciones observadas a la ultrasonografia modo B en los FAH's

En el presente trabajo se observaron cuatro diferentes secuencias de formacién
de FAH’s ademas de la secuencia conocida. En las siguientes figuras (7.1 — 7.5)
se muestran las caracteristicas de cada una.

Figura 7.1 Secuencia de formacion de FAH No 1. a) Foliculo sin alteraciones, b,c) Puntilleo
ecogénico, d) Aparicion de cadenas ecogénicas, e) Regresion folicular, f) Luteinizacion, g) cuerpo
luteo formado. Diametro mayor alcanzado: 35 mm.
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Figura 7.2 Secuencia de formacion de FAH No. 2. a) Puntilleo ecogénico, b) Apariciéon de
cadenas ecogénicas, c,d) Formacion de trabéculas, €) Luteinizacion, f) cuerpo Iuteo. Diametro
maximo alcanzado de 40 mm.

Figura 7.3 Secuencia de formacion de FAH No. 3. a) Ligero puntilleo ecogénico, b,c) Inicia
luteinizacion desde la periferia folicular , d) Luteinizacion completa. Maximo crecimiento observado
fue de 35 mm.
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Figura 7.4 Secuencia de formacion de FAH No. 4. a,b,c) Aparicion de zona ecogénica, d)
Puntilleo ecogénico, e) Luteinizacién desde la periferia, f) cuerpo luteo. Observado en foliculos de
20-25 mm diametro. Diametro mayor alcanzado 35 mm.
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Figura 7.5 Secuencia de formacién de FAH Clasica. a) foliculo sin alteraciones, b) Puntilleo
ecogénico, c) Aparicion de cadenas ecogénicas, d) Formacion de trabéculas, e,f) Crecimiento
mayor a 50 mm de diametro, g) Luteinizacion.



5. Secuencias de formacién de los foliculos anovulatorios hemorragicos (FAH)

Como se muestra en la figura 8, fueron cinco las secuencias de formacion de
FAH’s encontradas, predominando la formacién de FAH’s del tipo clasico con una
incidencia del 35 %. Cabe resaltar que las secuencias observadas en el presente
estudio bajo los efectos del antagonista de GnRH no habian sido previamente
reportadas.

Secuencias de formacion de FAH’s

B Secuencia l

Secuencia 2
B Secuencia 3
B Secuencia 4

B Secuencia clasica

Figura 8. Porcentaje de formacion de FAH's de cada una de las secuencias descritas. La
secuencia que predomind durante el presente estudio fue la secuencia clasica.
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6. Flujo sanguineo de los foliculos anovulatorios hemorragicos (FAH)

En la figura 9 se muestra la irrigacién de un foliculo preovulatorio y la de cuatro
FAH’s que se monitorearon cada 24 hrs con un ultrasonido doppler a color. El
aumento en la irrigacion en el foliculo ovulatorio se da durante la formacién del
cuerpo luteo y el en caso de los FAH’s el aumento en la irrigacién se observo

hasta que empezd a trabecularse o luteinizarse.

Foliculo
pre-
ovulatorio

FAH1

FAH 2

FAH3

FAH 4

Figura 9. Comparacién del flujo sanguineo en la pared folicular de un foliculo preowulatorio y cuatro que
presentaron falla en la owlacion.
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E. EFECTO DEL ANTAGONISTA DE GnRH y hCG EN LA FORMACION DE
FOLICULOS ANOVULATORIOS HEMORRAGICOS

En la figura 10 se muestran los foliculos anovulatorio hemorragicos provocados
por la administracion de un antagonista de GnRH y hCG, monitoreados mediante
ultrasonografia modo B y Doppler a color. La linea verde indica el momento en el

cual se realizo la aspiracion del foliculo.

1er foliculo

aspirado

e Foliculo <
de 36
mm

e 60 ddGx

2° foliculo

aspirado

e Foliculo
de 36
mm

e 53ddGx

3er foliculo

aspirado

e Foliculo
de 37
mm

e 53ddGx

Figura 10. Desarrollo de foliculos anowlatorios hemorragicos después del tratamiento con un
antagonista de GnRH vy la posterior administracién de hCG en foliculos mayores de 35 mm de diametro
observados mediante ultrasonografia modo B y Doppler a color.
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F. CONCENTRACION HORMONAL DE P4, eCG Y E2 EN YEGUAS
GESTANTES (35-84 DIAS DE GESTACION)

Con el objeto de evaluar el efecto de la administracion de un antagonista de GnRH
sobre la formacion de foliculos anovulatorios hemorragicos y las concentraciones
de P4, eCG y E2, entre la semana 6 y 12 de gestacidén, se empled un analisis de
varianza para mediciones repetidas utilizando la semana de gestacion y
tratamiento como efectos principales.

En la figura 11.1 se observa que las concentraciones promedio de progesterona
(media = ee), para los tres grupos (AG, AG+hCG y C), fueron significativamente
mayores durante las semanas 9 y 10 de gestacion (p<0.05) que las semanas 6, 7
y 8, alcanzando concentraciones de 15 ng/ml para posteriormente descender y

mantenerse entre los 11y 12 ng/ml de progesterona.

18 +

16 -

14 -
12 - * *

P4 (ng/ml)
=
I (o)) (o] o

N
1

6 7 8 9 10 11 12

Semanas de gestacion

Figura 11.1 Concentracion de progesterona (media + ee) en yeguas con gestacion equina
entre los 35 y 84 dias de gestacion. El area sombreada indica el periodo de tratamiento con el
antagonista de GnRH que recibieron las yeguas dentro de los grupos experimentales. * indica
las semanas en las que hubo diferencia.
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En la figura 11.2 se observa que las concentraciones de progesterona (media +
ee) en las yeguas que fueron tratadas con un antagonista de GnRH y que en
presencia de un foliculo mayor a 35 mm de diametro recibieron tratamiento con
hCG (AGhCG), fueron significativamente menores a las de los otros dos grupos
(p<0.05). En el caso de las yeguas que recibieron unicamente el tratamiento con el
antagonista de GnRH (AG) las concentraciones de progesterona alcanzaron los 12
ng/ml y el grupo control obtuvo 13 ng/ml a diferencia del grupo AGhCG que

apenas alcanz6 los 9 ng/ml.

16 -

14 A

12 A

10 ~

P4 (ng/ml)
[o0]

Control AG AGhCG

Grupo de estudio

*

Figura 11.2 Concentracion de progesterona por grupo de estudio (media + ee). * indica el
grupo en el que hubo diferencia. AG: grupo anti GnRH; AGhCG: grupo anti GnRH+hCG; C:
grupo control.
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En cuanto a las concentraciones de eCG (media * ee) no se encontré diferencias
significativas durante el desarrollo del estudio en los tres grupos (p>0.05), en la
figura 12.1 se observa que las concentraciones de eCG comienzan a aumentar en
la semana 6 de gestacion iniciando con una concentracién cercana a las 6 Ul/ml
que continud incrementando hasta alcanzar 59 Ul/ml en la semana 9 de gestacion.
A partir de ese momento inicia su descenso pero se mantiene por encima de las

30 UVml hasta el ultimo muestreo.

70 7

60 -

eCG (Ul/ml)
N w ) (O}
o o o o

=
o
1

o

6 7 8 9 10 11 12

Semana de gestacion

Figura 12.1 Concentracién promedio de eCG (media = ee) de los tres grupos de estudio en
yeguas con gestacion equina entre los 35 y 84 dias de gestacion. El area sombreada indica el
periodo de tratamiento con el antagonista de GnRH que recibieron las yeguas dentro de los
grupos experimentales.
El aumento abrupto en la formacién de FAHs y cuerpos luteos accesorios, en los
tres grupos del presente trabajo (Figura 1.1, 2 , 3), observado en la semana 8 de
gestacion y que posteriormente disminuyo en la semana 10 correspondié con el
patron de secrecion de la eCG de manera que, en la semana 6 al inicio del
muestreo sus concentraciones comenzaron a elevarse y en las yeguas control,
debido a la sinergia con la LH hipofisiaria, se dieron las ovulaciones secundarias,
posteriormente se elevaron rapidamente hasta alcanzar un pico de 56 Ul/ml en la
semana 8 momento en el que en las yeguas tratadas con antagonista de GnRH

comenzaron a formar los FAHs y las yeguas control los cuerpos luteos accesorios.
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Para la semana 10 se observa como al ir disminuyendo paulatinamente la eCG, el
numero de FAHs y CLs en formacion disminuye también.

En la figura 12.2 se observa que, en cuanto al efecto tratamiento, no hubo
diferencia significativa y que las concentraciones de eCG fueron muy similares

entre grupos (p>0.05).

50 -

45 A

eCG (Ul /ml)
R, R, NN W W D
o (6] o (6] o (6] o
_|

(O}
1

o
|

C AG AGhCG

Grupo de estudio

Figura 12.2 Concentracion de eCG por grupo experimental. No hubo diferencia significativa
entre grupos (p>0.05). AG: grupo anti GnRH; AGhCG: grupo anti GnRH+hCG; C: grupo
control.

Se encontré que en las yeguas control las concentraciones de estradiol (media +
ee) fueron significativamente mayores que en los otros dos grupos (p<0.01)
alcanzando los 84 ng/ml, a su vez el grupo de yeguas tratadas con un antagonista
de GnRH y que en presencia de un foliculo mayor a 35 mm de diametro recibieron
tratamiento con hCG (AGhCG) fue significativamente menor que el grupo anti
GnRH (AG) con concentraciones maximas de estradiol de 21 ng/ml y 40 ng/ml

respectivamente (p<0.01) (figura 13.2).
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Figura 13.2 Concentracion de estradiol por grupo de estudio (media * ee). * indican los grupos en
los que hubo diferencia. AG: grupo anti GnRH; AGhCG: grupo anti GnRH+hCG; C: grupo
control.

Durante la semana 10 de gestacion se encontr6 que las concentraciones de
progesterona (media * ee) del grupo de yeguas que fueron tratadas con un
antagonista de GnRH y que en presencia de un foliculo mayor a 35 mm de
diametro recibieron tratamiento con hCG (AGhCG) fueron menores a las de los
otros grupos (p<0.01). En la figura 13.3 se observa que en la semana 10 los
grupos anti-GnRH (AG) y control (C) rebasan los 15 ng/ml mientras que el grupo
AGhCG alcanza unicamente los 6 ng/ml.

Por otra parte, la figura muestra que respecto al efecto semana-tratamiento hubo
una diferencia significativa durante la semana 8 de gestacion en donde las
concentraciones de eCG (media £ ee) de las yeguas tratadas con un antagonista
de GnRH y que en presencia de un foliculo mayor a 35 mm de diametro recibieron
tratamiento con hCG (AGhCG) fueron significativamente mayores a las de los

otros grupos (p<0.05). Las concentraciones de este grupo comenzaron a elevarse
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desde que se inicid el muestreo en la semana 6 de gestacién, elevandose hasta
llegar a un pico de 90 UlIml en la semana 8 de la gestacion. Ademas, en la
semana 9 las concentraciones del grupo control fueron mayores a las del grupo
anti-GnRH (AG) (p<0.05). Igualmente que el grupo AGhCG, las concentraciones
de eCG empezaron a elevarse desde el inicio del muestreo sin embargo, el pico lo
alcanzo en la semana 9 con 77 Ul/ml.

En cuanto a las concentraciones de estradiol (media £ ee) en el grupo control se
mantuvieron, desde la semana 6 a la 12 de gestacion, por encima de las de los
grupos AG y AGhCG (p<0.01), mostrando concentraciones entre 71 y 106 ng/ml.
A su vez, se puede ver cdmo las concentraciones de estradiol del grupo AG fueron
significativamente mayores que el grupo AGhCG (p<0.05) con concentraciones
que iban de los 31 ng/ml a los 55 ng/ml excepto en la semanas 9 y 10 de la
gestacion. Aunque se encontré que las concentraciones del grupo AGhCG fueron
significativamente mayores que las del grupo AG en la semana 9, donde alcanz6
un pico de produccién de 63 ng/ml que superaron a los 36 ng/ml del otro grupo

experimental.
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Figura 13.3 Concentracion de P4, eCG y E2 (media * ee) por grupo de estudio entre los dias
35 a 84 de gestacion. El area sombreada indica el periodo de tratamiento con el antagonista
de GnRH que recibieron las yeguas dentro de los grupos experimentales. * indica la semana
en la que hubo diferencia significativa. AG: grupo anti GnRH; AGhCG: grupo anti GhRH+hCG;
C: grupo control.
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1. Concentracidon hormonal en yequas tratadas con un antagonista de GnRH

En este grupo de yeguas, se suprimieron las owvulaciones secundarias y
predomind la formacién de cuerpos luteos accesorios, como se observa en las
figuras 14.1 a 14.3 los FAH’s comenzaron a formarse en la semana 8 de
gestacion. Las concentraciones de progesterona alcanzaron los 42 ng/ml, las
concentraciones de eCG se ubicaron cerca de 200 Ulml y finalmente las de
estradiol se mantuvieron entre 1 ng/ml y 65 ng/ml.

En la figura 14.1, la cual corresponde a la yegua “Alfa”, se encontré que, como en
el resto del grupo, las owvulaciones secundarias se suprimieron y en su lugar se
formaron FAH’s sin embargo, el nimero de estructuras formadas asi como las
concentraciones de progesterona, E2 y eCG fueron menores a las de las otras
yeguas del grupo manteniéndose por debajo de los 20 ng/ml para las dos primeras
hormonas y 20 Ulml para eCG. Aunado a ello se puede observar que en la
semana 8 el primer FAH que se formd6 correspondié a un foliculo luteinizado es
decir, no tuvo el desarrollo normal de un foliculo destinado a ovular de manera
que unicamente alcanzé 30 mm de diametro previo a su luteinizacién. El segundo
y ultimo FAH de la yegua “Alfa” se formo a principios de la semana 9 de gestacion,
éste si presentd alteraciones en antro folicular por lo que se procedié a la
aspiracion folicular.

En la yegua “Zapatito” y en la “yegua 10” se observa que el estradiol presenta un
aumento hacia la semana 11 de gestacion y continda elevandose hasta el final del

estudio.
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Figura 14.1 Concentraciones de progesterona, eCG y estradiol en una yegua con gestacién
equina que recibié tratamiento con un antagonista de GnRH y en la cual se aspir6 el primer
foliculo anowlatorio hemorragico.
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En el caso de la yegua “Zapatito” (Figura 14.2) se presentd una owvulacion
secundaria al inicio del tratamiento es decir, empezando la semana 6 de
gestacion. Las estructuras luteas accesorias iniciaron su formacion a partir de la
semana 8 de gestacion, en dicho momento la eCG se encontraba por encima de
50 Ulml y continuaba en aumento. A diferencia de la yegua “Alfa”, la yegua
“Zapatito” formé FAH’s en grupos de manera que se pudo observar la formacién
simultdnea de varias de estas estructuras. Aunque las concentraciones de eCG en
esta yegua alcanzaron 200 Ulml en la semana 12 de gestacion, el desarrollo de

FAH’s se dio unicamente hasta la semana 10 de gestacion.
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Figura 14.2 Concentracion hormonal en una yegua con gestacién equina, en la cual se aspird

el segundo foliculo anowlatorio hemorragico.
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En la “yegua 10” (figura 14.3) la eCG, después de encontrarse por debajo de 50
Ulml en las semanas 6 y 7 de gestacioén, tuvo un aumento abrupto en la semana 8
y se mantuvo alrededor de las 150 UlI/ml hasta el final del estudio. A pesar de ello,
el numero de estructuras luteas que formé fue menor al de la yegua “Zapatito” y se

restringié a las semanas 8 y 9 de gestacion sin embargo, las concentraciones de
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Figura 14.3 Concentraciones de progesterona, eCG y estradiol en una yegua con gestacion

equina que recibié tratamiento con un antagonista de GnRH y en la cual se aspir6 el tercer
foliculo anowlatorio hemorragico.
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2. Concentracion hormonal en yequas tratadas con un antagonista de GnRH vy
hCG

En este grupo de yeguas, ademas de la administracion del antagonista de GnRH,

se administré hCG a dosis de 1500 Ul IV a cada yegua en presencia de un foliculo
mayor o igual a 35 mm de diametro.

Como era de esperarse, al recibir el tratamiento con el antagonista de GnRH, se
suprimieron las owvulaciones secundarias y en su lugar se formaron foliculos
anovulatorios hemorragicos, los cuales comenzaron a formarse en la semana 8 de
gestacion. A diferencia del grupo Anti-GnRH, el numero de FAH’s que se formd
en este grupo fue menor asi como las concentraciones de progesterona,
manteniéndose por debajo de 20 ng/ml y en solo una de las yeguas se acerco a
los 30 ng/ml, a pesar de que las concentraciones de eCG fueron similares en
ambos grupos. En cuanto a las concentraciones de estradiol solo una de las
yeguas alcanzé hasta 167 ng/ml y las otras dos estuvieron por debajo de 30 ng/ml.
Por otra parte, se observa que en este grupo de yeguas durante la semana 11 de
gestacion, las concentraciones de estradiol comenzaron a elevarse y continuaron
asi hasta el final del periodo experimental.

La yegua 3 (figura 15.1) presentd concentraciones bajas de progesterona y eCG.
Sin embargo, el numero de FAH's que formo fue similar al de las otras yeguas del
grupo. El primer foliculo anowvulatorio que se formé en esta yegua tuvo sus
primeras alteraciones desde la semana 8 pero fue hasta la semana 9 de
gestacion que alcanzd los 36 mm de diametro y se le aplicé la hCG, durante el

mismo periodo de tratamiento. Se observé un aumento en los niveles de estradiol.
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Figura 15.1 Concentraciones de progesterona, eCG y estradiol en una yegua con gestacion
eauina aue recibié tratamiento con un antaaonista de GnRH.
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En la “Yegua 9” durante la semana 8 se aspir6 el segundo foliculo mayor a 35 mm
de diametro, después de haber recibido el tratamiento con hCG. En la figura 15.2
se observa que la maxima concentracion de progesterona alcanzada fue de 28
ng/ml, a diferencia de las otras dos yeguas que apenas rebasaron los 10 ng/ml.
La concentracion de eCG en general se mantuvo por debajo de 50 Ulml sin
embargo, hubo se observo un pico entre las semanas 7 y 8 coincidiendo con los
dias de tratamiento con hCG y aspiracién. En cuanto a las concentraciones de
estradiol se mantuvieron por debajo de 1 ng/ml a excepcién de las semanas 8 y 9

en dénde se observd una ligera elevaciéon alcanzando hasta 18 ng/ml.
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Figura 15.2 Concentraciones de progesterona, eCG y estradiol en una yegua con gestacioén
eauina aue recibié tratamiento con un antaaonista de GnRH.
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En la “Yegua 2" se realiz6 aspiraciéon en la semana 8 de la gestacién
posadministracion de hCG en el tercer foliculo de 35 mm de diametro que surgio.
Las concentraciones de eCG fueron mayores que en las otras dos yeguas del
grupo asi como el numero de FAHs que se formaron aunque solo se limité a 4
estructuras en total. Pese a ello y contrario a lo esperado la concentracion de
progesterona producida por esta yegua fue similar al de la “Yegua 3” quien tuvo
unicamente 2 FAHs y concentraciones de eCG menores a los 50 ng/ml. En la
figura 15.3 se observa que hay un aumento abrupto en los niveles de eCG a partir
de la semana 7 de gestacion alcanzando un pico de 151 Ul/ml en la semana 8
para después descender hasta las 42 U/ml en la semana 11. El pico observado
coincide con los dias de tratamiento con hCG y aspiracion folicular. Aunado a
ello, se puede ver un pico de estradiol en la semana 9 justo después del pico que

sedioenla eCG.
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Figura 15.3 Concentraciones de progesterona, eCG y estradiol en una yegua con gestacion
eaquina aue recibidé tratamiento con un antaaonista de GnRH.
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3. Concentraciéon hormonal en yequas control.

Dado que no hubo tratamiento con antagonista de GnRH se pudo observar que el
numero de estructuras Iuteas formadas fue mayor que en los grupos
experimentales (p< 0.05). Ademas, en todas las yeguas se dio una ovulacién
secundaria excepto en la primera, la cual correspondié al primer foliculo aspirado.
Las concentraciones de estradiol fueron mayores a 34 ng/ml, en cuanto a la eCG
se observd que los niveles maximos fueron de 304 UIml. EI numero de
estructuras luteas entre yeguas fue similar con excepcion de la yegua cuya
concentracion de eCG alcanzé 304 Ulml y desarrollé 18 estructuras Iluteas. Como
puede observarse en las figuras 16.1 a 16.4, la aparicidén de los cuerpos liteos
suplementarios se dio cuando los niveles de eCG aumentaron. Las
concentraciones de progesterona fueron similares entre yeguas y solo en la que
produjo mayor eCG, la progesterona llegé hasta 75 ng/ml mientras las otras se
mantuvieron por debajo de los 20 ng/ml.

En la yegua “Valentina 2” (figura 16.1) se aspir6 el primer foliculo que superé los
35 mm de didametro. En la semana 7 de gestacion se empezaron a observar
cambios en los foliculos que formarian las primeras estructuras luteas post
aspiracion folicular sin embargo, fue hasta la semana nueve en que se formaron
mas cuerpos luteos accesorios. La aparicion de dichas estructuras coincidié con la
elevaciéon de eCG que se observd, primeramente, durante la semana siete en la
cual sus niveles alcanzaron las 26.4 U/ml y entre las semanas 9 y 12 en las que
la eCG llegd hasta 70 Ul/ml.
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Figura 16.1 Concentraciones de progesterona, eCG y estradiol.
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En la yegua “Zapatito 2” (figura 16.2) se realizé la aspiracion del segundo foliculo
de 35 mm de diametro. Sus concentraciones de progesterona, eCG y estradiol asi
como el numero de estructuras liteas fueron mayores que en el resto de las
yeguas control. Durante la semana 10 de gestacion se alcanzaron los niveles
maximos de progesterona de 75 ng/ml, lo cual coincidi6é con la presencia de todas
las estructuras Iliteas formadas. Antecedido por la elevacion en las

concentraciones de eCG entre la séptima y décima semana de gestacion.
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Figura 16.2 Concentraciones de progesterona, eCG y estradiol en una yegua con gestacioén
equina.
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En la figura 16.3 se observa que la yegua “Samba”, a diferencia del resto de las
yeguas control, presentd concentraciones de progesterona menores alcanzando
unicamente 5.82 ng/ml, la formacién del cuerpo Iliteo secundario se dio en la
semana 7 de gestacion justo cuando los niveles de eCG comenzaron a
incrementarse, la formacion de los cuerpos luteos accesorios se observd durante

la novena y décima semana.
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Figura 16.3 Concentraciones de progesterona, eCG y estradiol en una yegua con gestacion
equina.
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En la yegua “Rumba” se aspird el tercer folicuo de 35 mm de diametro. La
segunda glandula litea se observo en la semana 6 de gestacion y las accesorias
durante las semanas 8, 9 y 10. A pesar de que las concentraciones de eCG
siempre se mantuvieron por debajo de las 20 UI/ml el niumero de estructuras
liteas formadas fue similar al de las otras yeguas. Durante la semana 10 las
concentraciones de progesterona alcanzaron niveles de 13.42 ng/ml justo después
de haberse formado el ultimo cuerpo Iluteo accesorio. La concentracion de

estradiol se mantuvo siempre por arriba de los 60 ng/ml.
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Figura 16.4 Concentraciones de progesterona, eCG y estradiol en una yegua con gestacion
equina.
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G. CONCENTRACION INTRAFOLICULAR DE VEGF, PGF2ALFA,E2Y P4

Como se observa en la figura 17, tanto la concentracion intrafolicular de estradiol
como la del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) fueron superiores
en las yeguas control alcanzando 522.3 ng/ml y 2,271.1 pg/ml respectivamente,
sin embargo la concentracién de progesterona fue menor que en las yeguas de los
grupos experimentales. En cuanto a las concentraciones de prostaglandina F2
alfa, la diferencia mas notoria se observd en el grupo AGhCG que registré 620.6

ng/ml mientras que los otros grupos registraron niveles arriba de los 800 ng/ml.
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Figura 17 Concentracién intrafolicular de progesterona, estradiol, factor de crecimiento del
endotelio vascular y prostaglandina F2 alfa en los tres grupos de estudio.
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VIl. DISCUSION

A. FORMACION DE CUERPOS LUTEOS SUPLEMENTARIOS (CUERPOS
LUTEOS SECUNDARIOS Y ACCESORIOS/FAHSs)
En trabajos anteriores se ha estudiado el efecto que tienen los antagonistas de
GnRH sobre la secrecion de gonadotropinas (Garza et al., 1988; Irvine and
Alexander, 1993) en el desarrollo folicular y la funcién Ilitea (Watson et al., 2000)
asi como, en el control de la ovulacién en asociaciéon o no con hCG (Briant et al.,
2004), durante el ciclo estral. Sin embargo, no se habian usado en yeguas
gestantes, las cuales resultan en un modelo ideal ya que de manera natural
forman foliculos anovulatorios hemorragicos (cuerpos luteos accesorios).
La owulacién es dependiente de LH (Ginther, 1992c), y los resultados obtenidos
en el presente trabajo lo confirmaron, ya que al administrar el antagonista de
GnRH diariamente durante siete dias seguidos de la administracién semanal por
cinco semanas, provocé fallas en la owulacion de foliculos preovulatorios
coincidiendo con estudios previos en los que el antagonista eliminaba los pulsos
de secrecion de LH (Watson et al., 2000; Briant et al., 2004) y evitaba la ovulacién
de foliculos preowvulatorios (Costilla, 2011).
La condicion anovulatoria de dichos foliculos se asocié mas a la supresion de la
hormona luteinizante y no tanto a la de FSH a pesar de que tienen una fuerte
correlacion con la liberacion de GnRH (Irvine and Alexander, 1993). Esto pudo
demostrarse en yeguas ovariectomizadas que fueron inmunizadas activamente
contra GnRH; donde la secrecién de LH se redujo entre un 90% y 100% mientras
que la FSH se redujo unicamente en un 50% sugiriendo que su secrecion es
controlada solo en parte por la GnRH (Garza et al., 1988).
Debido a que la supresion de la LH hipofisiaria evité la ovulacion secundaria en las
yeguas del grupo AG y AGhCG, fue hasta la semana 8 de gestacién que
comenzaron a formarse los cuerpos luteos accesorios/FAHs por efecto de la
secrecion de eCG mientras que en el caso de las yeguas del grupo control (C) las

estructuras luteas suplementarias se dieron desde la semana 6 de gestacion. Y
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fue hasta la semana 9 en la que, como resultado de la sinergia entre la LH y eCG,
el grupo control acumul6 mayor numero de estructuras luteas accesorias.

Ademas de ser la responsable del mantenimiento de la funcidon lutea hasta la
resurgencia de la glandula ldtea (Ginther, 1992; Boeta y Zarco, 2012) e
indispensable para la owulacién secundaria (Costilla, 2011), la LH hipofisiaria
parece ser necesaria también para la mayor formacion de cuerpo Iuteos
accesorios. Esto se demuestra en el presente trabajo ya que el grupo control
formd considerablemente mayor numero de cuerpos luteos accesorios que los
grupos AG y AGhCG. Asi mismo, mostré tener la capacidad de llevar a los
foliculos hasta su completa luteinizacion en menor tiempo que la eCG, de modo
que el periodo que transcurrié desde que se observaron los primeros cambios en
el antro folicular de los futuros FAHs/cuerpos luteos accesorios hasta su completa
luteinizacion en el grupo grupo C fue en promedio de 8 dias y en los grupos AG y
AGhCG fue de 9.4 dias.

B. CARACTERIZACION DE FOLICULOS ANOVULATORIOS
HEMORRAGICOS/CUERPOS LUTEOS ACCESORIOS

Son pocos los trabajos en los que se ha empleado un antagonista de GnRH
durante la gestacion equina para el estudio de los foliculos anovulatorios
hemorragicos (Costilla, 2011; Calderdn, 2012) y hasta donde se sabe, éste es el
unico en que ademas, se ha caracterizado la formacion de los FAHSs.

En los trabajos realizados anteriormente se han empleado diferentes métodos
para la induccion de foliculos anowvulatorios hemorragicos y en diferentes
momentos del ciclo estral, entre ellos se encuentra la induccion por aspiracion
folicular durante periodos interovulatorios (Ginther et al., 2006; Ginther et al., 2008)
y la induccion por administracion de un inhibidor de prostaglandinas en asociacion
con hCG en un foliculo preovulatorio (Ginther et al., 2011; Cuervo-Arango, 2011;
Cuervo-Arango y Domingo-Ortiz, 2011; Cuervo-Arango et al., 2011; Cuervo-
Arango et al., 2012).
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Aunque en todos ellos los foliculos anovulatorios hemorragicos siguen un patron
de formacion similar que incluye la apariencia de un foliculo preovulatorio, seguido
de la aparicion de multiples particulas ecogénicas en el antro folicular las cuales
aumentan al paso de las horas, aparicion de bandas ecogénicas que se tornan
posteriormente en redes, engrosamiento de la pared folicular correspondiente con
la luteinizacion del foliculo (Ginther et al., 2006; Ginther et al., 2008; Ginther et al.,
2011; Cuervo-Arango, 2011; Cuervo-Arango y Domingo-Ortiz, 2011; Cuervo-
Arango et al., 2011; Cuervo-Arango et al., 2012); las caracteristicas a la
ultrasonografia de los FAHs que pueden encontrarse varian de acuerdo al
estimulo hormonal bajo el que se encuentren tal es el caso de un patron de
formacion mas descrito por Ginther et al., (2006) en el cual el foliculo en el dia 0,
considerado como el dia en que se esperaba la ovulacion, mostré una excesiva
cantidad de particulas ecogénicas en el antro, al dia 1 la granulosa se veia
engrosada aparentemente por el inicio de su luteinizacion, luego al segundo dia
mostréo un area de aparente sedimentacion celular en el lado izquierdo y en su
lado derecho multiples particulas ecogénicas que finalmente, para el dia 4 se
tornaron en una red de bandas ecogénicas y el area de sedimentacion en una
estructura firme.

lgualmente Cuervo-Arango y Newcombe (2012) describieron tres morfologias de
FAHs (similar a redes, solido y mixto) siendo el “similar a redes” el mas comun
con un 54% de aparicion. Esto es consistente con el presente trabajo debido a los
cuatro patrones de formacion de FAHs observados que, ademas del clasico,
incluye morfologias como las descritas por Cuervo-Arango y Newcombe (2012) y a
que la secuencia de formacion clasica fue la que predominé sin embargo, difiere
en cuanto al orden de presentacién de los cambios y al diametro en el que
comienzan a verse las alteraciones ya que las primeras se reportan en foliculos
desde 40 mm de diametro (Ginther et al., 2006) y en el presente estudio se
observaron en foliculos de 20-25 mm; y al diametro maximo alcanzado el cual en
promedio va de 56-69 mm (Ginther et al., 2006; Cuervo-Arango et al., 2011) pero

que puede llegar hasta 80 mm (Ginther et al., 2006) y en el presente estudio solo
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el 19% de los FAHs alcanzaron diametros mayores a 50 mm de modo tal que los
maximos diametros estuvieron entre 35-45 mm en 34% de los FAHSs.

Se ha sugerido que los cambios observados a la ultrasonografia en los FAHs
resultan por la alteracion en la accion del anticoagulante similar a la heparina
presente en el liquido folicular (Ginther, 1992). Ginther et al., (2006) compararon
el fluyo sanguineo de la pared folicular en el dia -1 (0O=dia de la owvulacion) en
foliculos que ovularon y foliculos que formaron FAHs encontrando que el flujo era
mayor en FAHs (90%+4%) que en el grupo control (69%+7%). Sin embargo, la
evaluacion del fluo sanguineo de la pared folicular mediante ultrasonografia
doppler a color realizada cada 24 horas en el presente trabajo no fue de utilidad
para predecir si un foliculo preovulatorio ovularia o formaria un FAH.

El incremento en la proporcion de flujo sanguineo de la pared folicular en el dia -1
en yeguas con un futuro FAH se ha atribuido particularmente a la vascularizacion
de la pared folicular en el area de la owulacion esperada (area apical) pero no en
yeguas que ovulan. Es decir, la ausencia o presencia de flujo sanguineo en el area
apical de una futura owulacion o FAH, respectivamente, es compatible con una
minima hemorragia durante la owvulacion y una gradual pero masiva hemorragia
durante la formacién del FAH (Ginther et al., 2006).

C. EFECTO DEL ANTAGONISTA DE GNRH EN ASOCIACION CON HCG EN LA
FORMACION DE FOLICULOS ANOVULATORIOS HEMORRAGICOS
Como es sabido, la ovulacion involucra el colapso de un foliculo preovulatorio con
la evacuacion de liquido folicular y la liberacion del ovocito (Cuervo-Arango et al.,
2011) y es desencadenada por el surgimiento preovulatorio de LH (Robker et al.,
2000). En la yegua, para inducir dicho surgimiento se ha empleado una hormona
de origen humano denominada hCG, ésta tiene actividad de LH (Sirois y Dore,
1997; Barbaccini et al., 2000) y al administrarla a una dosis de 1500-3000 Ul en
yeguas con foliculos >35 mm, se espera la owulacion entre las 36 y 42 horas
después del tratamiento. Sin embargo, en este trabajo ninguno de los foliculos

preovulatorios que recibieron el tratamiento con hCG evitaron su conversion a
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FAHs. Es probable que los foliculos ya hubiesen sido afectados por la accion del
antagonista de GnRH desde la desviacion (foliculos desde 19 mm) por lo que al
llegar a un tamano de foliculo preovulatorio la hCG no pudo revertir dichos dafos y
el foliculo fall6 en la ovulacién y se convirtio en FAH. Esto pudiese sugerir que el
efecto que tiene dicha hormona sobre la owvulacién no es suficiente por si mismo
de modo que, depende principalmente del efecto directo que ejerce sobre la LH,
al estimular su rapido incremento dentro de las 24 horas post tratamiento (Priddy
et al.,1993), para que ésta sea la que desencadene la ovulacion. Esto a su vez
muestra de nuevo que la LH es necesaria para la owulacion (Ginther, 1992c;
Costilla, 2011; Calderdn, 2012).

La falta de efecto de la hCG puede explicarse como consecuencia de la
administracion del antagonista de GnRH ya que al ser administrado a una
concentracion alta y constante provocé la disminucion de los receptores
(regulacién a la baja) a GnRH y por tanto su desensibilizacion por la
internalizacién del receptor y modificaciones en los segundos mensajeros (Wang,
2001; Brothers, 2002; Neil, 2002) evitando que se pudiese dar la sefalizacién para
el aumento preovulatorio de LH aunado a que en el momento de la administracion
de hCG la LH basal ya habia sido bloqueada por el mismo antagonista de GnRH
(Garza et al., 1988). Por otra parte, es probable que el o los factores que
desencadenan la formacién de un FAH ya estuvieran presentes en los foliculos en
el momento del tratamiento con hCG ya que, como se menciond anteriormente,
varios de ellos mostraban alteraciones en el antro, como excesivo puntilleo
ecogeénico, desde los 20-25 mm y algunos alcanzaban como diametro maximo 35
mm siendo éste el recomendado para recibir el inductor de la ovulacién y por ello
no se evitd la formacion del FAH. Nuevos protocolos tendrian que disefarse para
evaluar el efecto de la gonadotropina coriébnica humana en los foliculos

anovulatorios hemorragicos.
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D. RELACION ENTRE LA CONCENTRACION HORMONAL DE P4, ECG Y E2
CON LA FORMACION DE CUERPOS LUTEOS ACCESORIOS/FAHS
Como era de esperarse la concentracion de eCG en las yeguas del presente
estudio no fue afectada por la administracidén del antagonista de GnRH ya que su
secrecion, dada por las copas endometriales, es autbnoma y no depende del
control hipotalamico o de la retroalimentacion negativa con esteroides sexuales
(Allen y Moore, 1972; Murphy y Martinuk, 1991) por lo que no hubo diferencia
significativa entre los grupos de estudio (p>0.05).
Por otra parte, aunque no se midid la secrecion de LH se asume que la
administracion del antagonista de GnRH resulté en la completa supresién de LH
ya que su grado de dependencia hacia la GnRH es de un 90% a 100%( Garza et
al., 1988; Irvine and Alexander, 1993; Watson et al., 2000; Briant et al., 2004).
El presente trabajo es consistente con estudios previos en los que se ha reportado
el efecto luteogénico de la eCG (Allen, 2001b; Boeta y Zarco, 2012) ya que a
pesar de haber inhibido la secrecidon de LH basal mediante la administracion de un
antagonista de GnRH (Garza et al.,, 1988), la formacion de estructuras luteas
accesorias no ceso y se dio a partir de la semana 8 de gestacion mientras que el
efecto luteotrépico ejercido por la eCG en el cuerpo Iiteo primario también se
presentd entre los dias 35-38 de gestacion con el aumento en las concentraciones
de progesterona (Allen, 1984; Boeta y Zarco, 2005; Boeta y Zarco, 2012).
Sin embargo, al comparar el numero de cuerpos luteos accesorios formados por
el grupo control y los formados por los grupos que recibieron el antagonista de
GnRH, se observd que aun con la presencia de eCG se requiere de LH hipofisiaria
para que se dé la ovulaciéon secundaria (Costilla, 2011) y la formacion de un mayor
numero de estructuras luteas accesorias.
Asi como Boeta y Zarco (2012) concluyeron que la secrecion de eCG al estimular
tanto el desarrollo de cuerpos luteos suplementarios como la funcién del cuerpo
liteo primario, lleva a un aumento en la secrecién de progesterona y éste podia
ser significativamente mayor en las yeguas que formaran mayor numero de

estructuras luteas accesorias, se observd la misma correlacion entre la secrecion
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de progesterona y el niumero de cuerpos luteos accesorios o FAHs formados, de
manera que el grupo control, el cual predomin6 en numero de estructuras, tuvo
mayor secrecidén de progesterona, seguido por el grupo AG y luego por el grupo
AGhCG (Figuras 1.2y 11.2).

La diferencia en secrecion de progesterona no fue estadisticamente significativa
entre el grupo Control y el grupo AG (p>0.05) no obstante, el numero de cuerpos
liteos accesorios/FAHs entre grupos si lo fue (p<0.05). Por otra parte, la diferencia
tanto en secrecion de progesterona como en el numero de Cuerpos Iuteos
accesorios/FAHs fue claramente marcada entre los grupo AGhCG y Control
(p<0.05). Finalmente la diferencia estadisticamente significativa entre los grupos
AG y AGhCG se dio unicamente en la secrecion de progesterona.

Lo cual lleva al supuesto de que las yeguas que forman tres cuerpos luteos tienen
mayor produccion de progesterona que las que forman dos o menos cuerpos
liteos, sin embargo, no hay diferencia en la secrecidon de progesterona entre las
yeguas que forman tres cuerpos luteos accesorios/FAHs o mas. Lo anterior
concuerda con los resultados obtenidos por Boeta y Zarco (2012) quienes ademas
de asociar el numero de estructuras luteas con la concentracion de progesterona
encontraron que la yeguas que formaban un tercer cuerpo luteo accesorio tenian
mayores niveles de eCG que aquellas en las que solo se formaba uno o dos
cuerpos luteos accesorios. Cabe senalar que en éste estudio, los tres grupos de
yeguas tuvieron concentraciones similares de eCG por lo que la diferencia entre
el numero de estructuras luteas formadas entre los grupos con antagonista de
GnRH y el grupo Control fue atribuida a la presencia de las LH hipofisiaria en este
ultimo grupo.

Aunque la concentracidon de progesterona en el grupo control fue mayor que en los
demas grupos se sugiere que las yeguas con FAHs tienen mayor capacidad de
produccién de progesterona ya que con presentar exclusivamente tres estructuras
liteas fueron capaces de equiparar la produccion de progesterona del grupo
control el cual aparentemente tenia ventaja por contar con el doble de estructuras.

Estos resultados son consistentes con los obtenidos por Calderén (2012) quien
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encontr6 que en yeguas gestantes tratadas con un antagonista de GnRH las
concentraciones de progesterona fueron mas altas que en el grupo testigo a partir
de la semana 8 de gestacion, constituyendo un efecto paraddjico, en el que la
supresion de una hormona luteotropica (LH) resultd en una mayor produccion de
progesterona. Pero contrastan con Cuervo-Arango et al., (2011) en cuyo estudio
se encontr6 que la produccién de progesterona en yeguas no gestantes que
desarrollaron FAHs era menor que las del grupo control asociando la baja
concentracion de progesterona a la reducida vascularizacidon del tejido luteo en
desarrollo del FAHs comparado con el cuerpo luteo originado por el colapso de un
foliculo; y con los trabajos de Watson et al., (2000) y Briant et al., (2003) en los
que la administracion de un antagonista de GnRH en yeguas vacias resultd en una
disminucion de las concentraciones de progesterona. Aunque es evidente que por
ser yeguas vacias carecian de eCG y a su vez de LH por el efecto del antagonista
de GnRH, por Ilo que no habia ninguna hormona que aportara ese efecto
luteotropico resultando en bajas concentraciones de progesterona.

El hecho de que las yeguas gestantes del grupo AG (eCG), produjeran pocas
estructuras luteas con concentraciones de progesterona similares a las yeguas del
grupo control (LH+eCG) con mayor numero de estructuras luteas sugiere que,
aunque se ha reportado que ambas hormonas (LH y eCG) poseen un efecto
luteogénico y luteotropico (Brian et al., 2003; 2004; Ginther, 1992c; Boeta y Zarco,
2010; 2012; Costilla, 2011; Calderon, 2012) una de ellas (LH) posee ambos y la
otra (eCG) solo uno efecto. Asi la LH hipofisiaria podria ser mayormente
luteogénica que luteotropica esto se deduce inicialmente de que solo se requiere
una pequefia concentracion de ella para inducir la ovulacién (Brian et al., 2003;
2004) a su vez, si se carece de LH durante la gestacion, como se demostro por la
administracion de un antagonista de GnRH, se suprime la ovulacion secundaria
(Costilla, 2011; Calderon, 2012) y el numero de estructuras luteas accesorias
(FAHs) formado es menor, por otra parte la diferencia que hubo entre el grupo
control y los grupos con antagonista de GnRH en cuanto al periodo de formacion

de los FAHs, 8 y 9.4 dias respectivamente, son otro indicativo del mayor efecto
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luteogénico de la LH, finalmente a que la induccién de FAHs en yeguas vacias
resulta en concentraciones menores de progesterona a las producidas por yeguas
que presentan ovulaciones normales (Ginther et al., 2006; Cuervo-Arango et al.,
2011b). Por el contrario, en el presente trabajo, la eCG parece ser exclusivamente
luteotropica al inducir mayor produccion de progesterona por parte de los FAHs
(Calderon, 2012), pero menor numero de ellos en gestaciones equinas carentes
de LH por efecto de un antagonista de GnRH.

La concentracion de LH presente antes de la owulacién es suficiente para
desencadenarla, una vez dada la ovulacion los niveles de LH inician su descenso
hasta llegar a nivel basal el cual es suficiente para ejercer un efecto luteotrépico
en el cuerpo liteo y mantenerlo hasta la secrecién de PGF2alfa y el reinicio del
ciclo. Sin embargo, en un folicuo destinado a convertirse en FAH, las
concentraciones de LH que han iniciado su descenso no son suficientes para
culminar la ovulacion por lo que se mantiene unicamente su efecto luteotrépico y
el foliculo continla creciendo hasta luteinizarse mostrando que parece haber solo
un minimo requerimiento de LH para la luteinizacién de las células foliculares y
la subsecuente produccion de progesterona (Cuervo-Arango et al., 2011b).
Durante los primeros 35 dias de la gestacién la LH basal no es suficiente para
continuar con el desarrollo y ovulacion de los foliculos resultantes del continuo
surgimiento de oleadas estimulado por la secrecion de FSH, sino hasta que
comienza la secrecion de eCG y la sinergia de ambas lleva a la ovulacion
secundaria de la gestacion aunque las concentraciones de eCG apenas estén
aumentando. Posteriormente, una vez que la concentracién de eCG ha alcanzado
su maximo nivel inicia la formacion de cuerpos luteos accesorios, es decir, la
luteinizacion de foliculos sin previa owvulacion. En este caso la anovulacion de
foliculos, pese a las altas concentraciones de eCG y la presencia de LH basal,
puede deberse a que estuvieron, desde su reclutamiento, bajo el efecto de la eCG.
Recientemente se ha encontrado una asociacion entre el incremento en la
concentracion de LH desde etapas tempranas de desarrollo folicular y el posterior

desarrollo de FAHs en yeguas (Ginther et al., 2008c) al recibir tratamiento con
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PGF2 alfa (Ginther et al., 2007b), la LH continda incrementando en asociacion con
la lutedlisis hasta su surgimiento ovulatorio como resultado de la caida en la
concentracion de progesterona y la subsecuente remocién de la retroalimentacion
negativa que la progesterona ejerce sobre la LH (Ginther et al., 2008c).

En las yeguas control, las oleadas foliculares que continuaron presentandose cada
10-12 dias por efecto de la FSH (Gigli et al, 2006; Ginther, 1992) comenzaron a
secretar estradiol el cual al seguir aumentando deberia promover el incremento en
la secrecibn de LH sin embargo, al encontrarse basal la LH por la
retroalimentacion negativa que ejerce la progesterona sobre ella (Gigli et al, 2006;
Ginther, 1992) es probable que el estradiol continuara aumentando, por efecto de
la eCG, la FSH y la LH basal en conjunto, ademas de que al no presentarse el
aumento de la LH ésta no pudo ocupar sus receptores en las células de la
granulosa y por tanto no se pudo dar el estimulo para que el estradiol iniciara su
descenso (Russell y Robker, 2007; Espey, 1994) y siguié secretandose hasta que
las células de la granulosa se luteinizaron y la produccién de estradiol fue
sustituida por la de progesterona (Tamanini y De Ambrogi, 2004) recordando que

para ello el colapso folicular no es necesario (Cuervo-Arango et al., 2011).

E. PERFILES HORMONALES Y FORMACION DE CUERPOS LUTEOS
ACCESORIOS
Como es sabido, la eCG proveniente de las copas endometriales se produce a
partir del dia 35 de gestacion y actua en los mismos receptores de LH de las
células del foliculo (Ginther, 1992c; Saint-Dizier et al., 2003) sin embargo, la
afinidad de eCG por el receptor es mucho menor que la de LH debido a las
diferencias en la glicosilacion de ambas hormonas (Martinuk et al., 1991) de
manera que se necesitan altas concentraciones de eCG para ejercer control en la
fisiologia ovarica (Murphy y Martinuk, 1991) y solo una baja concentracién de LH
para que se dé tanto el crecimiento terminal del foliculo preovulatorio (Brian et al.,
2004) como la ovulacion (Brian et al., 2003) ademas, la vida media de la LH en la

yegua es mayor que en otras especies durando aproximadamente 5 horas lo que
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conlleva a que la supresion profunda de LH, con la administracion de un
antagonista de GnRH, se dé mas alla de ese periodo (Irvine, 1979; Hodges et al.,
1988; Cetel et al., 1983). Con base en lo anterior y considerando la presencia de
un foliculo preovulatorio en yeguas del grupo AG, es que se pueden explicar las
ovulaciones observadas al inicio del tratamiento en algunas de ellas. Es decir,
debido a que dos de las yeguas tenian en ese momento un foliculo lo
suficientemente grande que tuviese los receptores y las condiciones hormonales
adecuadas, es que se dieron las ovulaciones secundarias aun con el tratamiento
del antagonista de GnRH.

Boeta y Zarco (2012) mostraron que la eCG tiene la capacidad de mantener la
funcion Ilitea del cuerpo Iluteo primario y estimular el desarrollo de nuevas
estructuras luteas. Sin embargo observaron que en algunas yeguas con gestacion
equina podian tener bajas concentraciones de eCG y por lo tanto menor niumero
de estructuras luteas. Esto es consistente con la formacion de FAHs y la
produccion de progesterona en algunas yeguas del grupo AG (Figuras 19.1-19.4
anexo) cuya secrecion de eCG fue menor a la del resto de las yeguas estudio (A,
AGhCG y C) aunque por el solo hecho de ser gestaciones con embrién equino se
esperaba que las concentraciones de eCG fueran mayores.

En trabajos anteriores se ha encontrado que dentro de cada tipo de gestacion
existe variabilidad individual en las concentraciones de eCG (Boeta y Zarco, 2010;
2012), tal variabilidad puede darse a la alza en yeguas que se gestan en el primer
estro postparto y en yeguas de tres o mas partos posiblemente debido a
diferencias en tamafio del utero y la superficie de interaccidn coridnica endometrial
en el momento de la invasion del cinturon trofoblastico (Ginther, 1992; Allen y
Wilsher, 2009). También se ha observado que hay yeguas que con bajas
concentraciones de eCG son capaces de mantener la gestacion
independientemente del tipo de embridn que estén portando (Boeta y Zarco, 2005,
2012). Se asumio que dicha variabilidad en las yeguas del presente trabajo con
bajas concentraciones de eCG podria deberse al factor “raza” debido a que los

animales que presentaron esta condicion eran “Pura Sangre Inglés” apuntando
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que su produccion de eCG es menor que la de hembras criollas o bien, que por el
tamafo de las yeguas la concentracion de eCG se viese diluida en comparacion
con las yegua criollas cuya talla es significativamente menor que la de las PSI.
Hay yeguas que han demostrado tener la capacidad de mantener la gestacion con
bajas concentraciones tanto de progesterona como de eCG (Allen et al., 1987) e
incluso tener ovulaciones accesorias (Boeta, 2008) atribuyendo tal capacidad a la
secrecion de LH hipofisiaria la cual es responsable del mantenimiento de la
funcion Ilutea hasta la resurgencia de la glandula lutea primaria por efecto de la
eCG (Ginther, 1992c; Boeta y Zarco, 2012). De modo que en gestaciones mulares
(embrion mula) carentes de eCG se han observado owvulaciones accesorias las
cuales solamente podrian ocurrir si hubiese existido la secrecion en cantidades
adecuadas de LH (Boeta, 2008). En el presente estudio, también se observaron
yeguas con dichas caracteristicas, tal es el caso de la yegua “Valentina” la cual
pertenecio al grupo AG (Figura 19.2) y al grupo C (Figura 16.1) caracterizandose
en el primero por la nula produccion de FAHSs, baja concentracion de progesterona
y eCG sin embargo, al pertenecer al grupo control formé multiples cuerpos luteos
accesorios seguramente por efecto sinérgico de la LH hipofisiaria con la eCG ya
que las concentraciones de ésta ultima hormona no fueron notablemente mayores
que las que tuvo al pertenecer al grupo AG. Sin embargo la presencia de multiples
cuerpos luteos accesorios incrementd las concentraciones de progesterona
aunque no de la manera en la que se hubiese esperado. Lo anterior sugiere que
dichas yeguas dependen fuertemente, ademas de la secrecion de eCG, de la
secrecion de LH basal para el mantenimiento y formacién de estructuras luteas
accesorias.

La LH y eCG ya sea solas o actuando en sinergia son las encargadas del soporte
liteo durante la gestacion no obstante, hay casos en los que se reporta el
mantenimiento de la gestacién con bajas concentraciones de eCG y con la LH
basal (Calderén, 2012). En el presente trabajo se tuvo una yegua bajo las mismas
circunstancias. La yegua “Alfa” formé parte del grupo AG y del grupo C, en ambos

ocasiones tanto la concentracion de eCG 'y progesterona fueron

77



considerablemente menores al del resto de las yeguas del estudio. En las dos
ocasiones formé solo wuna estructura Iitea suplementaria, FAHs y CL
respectivamente y aunque se esperaba que como yegua control, con LH
hipofisiaria, formara mayor numero de estructuras Iiteas y tuviera mayor
produccién de progesterona, no fue asi. Esto sugiere que la yegua “Alfa” pudiera
ser incapaz genéticamente de producir elevados niveles de eCG para actuar
sinérgicamente con la LH para la formacién de un mayor niumero de estructuras
liteas. Una explicacion podria ser que es una yegua que desarrolla en forma
temprana la capacidad de producir progestagenos en la placenta (Calderén,
2012).

F. CONCENTRACION INTRAFOLICULAR DE VEGF, PGF2 ALFA,E2Y P4
Multiples son los factores que intervienen en el proceso de ruptura folicular y la
subsecuente liberacion del ovocito hacia el infundibulo incluyendo desarrollo
vascular y cambio en las concentraciones de liquido folicular (ej. esteroides,
citocinas, prostaglandinas, factores de crecimiento, factores angiogénicos)
(Ginther et al., 2006) sin embargo, en lo que se refiere a causas directas en la falla
en la owulacion se ha hecho hincapié en la funcion que desempefian las
prostaglandinas (PGF y PGE) (Cuervo-Arango, 2011; Cuervo-Arango et al.,,
20011) vy el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) (Ginther et al.,
2006). Los cuales son estimulados por la secrecion preovulatoria de LH (Gigli et
a., 2006).

En el presente trabajo se analiz6 el liquido folicular obtenido no encontrando
diferencias estadisticas en las concentraciones hormonales entre el grupo control
y los grupos con antagonista de GnRH. Sin embargo, en el grupo control se
registrd una tendencia mas alta en las concentraciones de estradiol y VEGF lo que
sugiere que se debid a la presencia de la LH hipofisiaria.

Ginther et al., (2006) observaron que un dia antes de la ovulacién esperada habia
mayor vascularidad en la pared del foliculo que estaria involucrado en la

conversion de un foliculo viable a un foliculo anovulatorio hemorragico. En ese
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sentido, la interaccién del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y
sus receptores de membrana VEGFR1 y VEGFR2, se reconoce como la principal
estimulacion de la angiogénesis tanto en el ovario como en otros tejidos (Redmer
et al.,, 2001) y su produccion va a ser estimulada por las gonadotropinas (LH y
FSH) y sus homdlogas (hCG y eCG) (Barboni et al., 2000).

En el caso de las yeguas tratadas con antagonista de GnRH se registraron
concentraciones mas bajas de estradiol y VEGF lo que se asocia a la falta de LH
hipofisiaria, a pesar de la presencia de eCG, la cual posee una baja afinidad (2-
4%) por el receptor de LH (Saint-Dizier et al., 2004), la produccién de estradiol y
VEGF que estimula es menor a la producida en presencia de LH.

Por otra parte, aunque el grupo C contaba con la secrecién de LH hipofisiaria y la
concentracion de VEGF mayor que la de los grupos con antagonista de GnRH, no
presentd ovulaciones accesorias ademas de la que ocurrio alrededor del dia 35 de
gestacion (ovulacion secundaria). Lo cual pudiese sugerir que aunque el VEGF es
necesario para el suministro de oxigeno, nutrientes y hormonas al foliculo (Berisha
et al., 2000) su concentracion alta no es el determinante para culminar la ovulacion
durante la gestacion equina. Por lo que su importancia se limita a la promocion de
la vasculatura y como factor de  sobrevivencia de las células foliculares
(principalmente granulosa) (Greenaway et al., 2004).

Las prostaglandinas juegan un rol especial durante el proceso de ruptura folicular
(Armstrong, 1981), son producidas por la isoforma 2 de la ciclooxigenasa, también
conocida como prostaglandina G/H sintetasa (PGHS-2). Hedin et al.,, 1987
observaron que al inhibir la actividad de PGHS-2 durante el surgimiento
preovulatorio de LH resulte en falla de la ruptura de la pared folicular y su colapso.
Con base en ello, se midioé la concentracién de PGF en el liquido folicular de los
tres grupos de estudio encontrando que era muy similar entre ellos ademas, de no
ser consistentes con los obtenidos por Cuervo-Arango et al., (2011) ya que ellos
encontraron que la concentracion de PGF en el liquido folicular en la yegua
incrementaba desde niveles indetectables a las 30 h a 10 ng/ml a las 36 h

después del tratamiento con hCG, y en el presente estudio los niveles obtenidos
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estuvieron entre 0.62-0.89 ng/ml. Sin embargo, estos resultados no son
contundentes ya que es necesario aumentar el numero de muestra.

Con base en esto, y aunque las prostaglandinas sean solo un factor de los
muchos otros que intervienen en la cascada de eventos que llevan al proceso de
ruptura folicular (Robker et al., 2000), se sugiere que éstas pueden tener un papel
mas relevante en el proceso de la ovulacion que el resto de los factores. Cada uno
de los grupos del presente estudio se encontraban en condiciones hormonales
diferentes (con LH, sin LH, con hCG) para lo cual se esperaban concentraciones
intrafoliculares de PGFM diferentes entre grupos o al menos que fueran menores
en el grupo AG con respecto a los otros (AGhCG, C) no obstante, las
concentraciones de dicha hormona fueron casi iguales. Al haber tal similitud entre
ellos, pese a su diferente ambiente hormonal, denota de nuevo el planteamiento
de que la exposicion de foliculos en etapas tempranas de desarrollo a la eCG los
pre-sensibiliza o induce un cambio en ellos que les impide culminar el proceso de
ovulacién cuando han alcanzado la talla adecuada como ocurre con la LH y su
asociacion para la formacién de FAHs (Sirois y Dore, 1997). Las concentraciones
del PGFM en los tres grupos se mantuvieron cerca del nivel basal (0.8ng/ml) de
acuerdo con Sirois y Dore (1997) quienes mostraron claramente que hay un
incremento en la expresion de COX-2 en las células de la granulosa desde las 24
a 39 horas después del tratamiento con hCG. Este incremento en la expresion
enzimatica fue paralelo con el incremento en sus productos (PGF y PGF) dentro
del liquido folicular de modo que la concentracion de PGF cambid gradualmente
desde niveles basales a las 0 hrs (0.7ng/ml) a un pico (10ng/ml) aproximadamente
36 hrs después de la administracion de hCG.

Aunque el VEGF es crucial para el desarrollo folicular y luteo por el aporte de
nutrientes, oxigeno y hormonas no mostré ser un factor desencadénate en la
anowvulacién, ya que a pesar de ser mayor en el grupo control, no se dio mayor
numero de ovulaciones secundarias por otra parte, se sugiere que la escasa
secrecion de prostaglandinas a nivel intrafolicular impide la ruptura del foliculo y

por tanto induce la formacion de FAHSs.
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Se ha establecido la existencia de polimorfismos de LH y que la relativa
distribucion de isoformas en la circulacion asi como en la hipdfisis depende de la
concentracion de esteroides en el medio y de la estimulacion de GnRH (Ulloa-
Aguirre et al., 2001) por lo que es posible atribuir la falta de respuesta intrafolicular
para desencadenar la ovulacion al tipo de isoformas presentes en el periodo peri-
owvulatorio como consecuencia del estimulo hormonal recibido por el foliculo
durante todo su desarrollo (oleadas presentes entre los 35-120 dias de gestacion).
Esto es apoyado por el hecho de que se han encontrado isoformas de
componentes intrafoliculares tales como factores de crecimiento (Gigli et al.,
2006), factores angiogénicos (Jia et al., 2001) o bien en gonadotropinas
(Alexander e Irvine, 1982) que van cambiando su concentracién en el ambiente
intrafolicuar dependiendo del momento del ciclo en el que se encuentre el foliculo.
Por lo que es posible que la anovulacion esté relacionada con el tipo de isoformas
que se producen de LH asi como de factores de crecimiento y factores

angiogénicos.
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VIIl.  CONCLUSIONES

Los resultados del presente trabajo confirman que la eCG por si sola no es capaz
de inducir la owulacion secundaria y requiere de la LH hipofisiaria para
desencadenarla. De modo que la LH ha mostrado claramente tener un efecto
luteogénico y luteotrépico sin embargo, considerando que es necesaria para llevar
acabo la owvulacién, aunado a que con su presencia el numero de estructuras
liteas accesorias es mayor que el formado por la eCG (actuando sin la sinergia
con LH) y que el periodo de formacion cuerpos luteos es mas rapido si la LH esta
presente se deduce que su efecto es mayormente luteogénico. Por el contrario, la
capacidad mostrada por la eCG para inducir mayor secrecion de progesterona que
la LH y el hecho de que no es capaz de inducir la ovulacion, sugiere que su efecto
es exclusivamente luteotrépico.

Por otra parte, la conversion en FAH no es exclusiva de foliculos de talla
preovulatoria (> 35 mm) de modo que puede observarse falla en la ovulacién de
foliculos desde 25 mm de diametro y los patrones de formacion pueden variar
desde la luteinizacion espontanea sin evacuacion folicular (fols < 30 mm) hasta un
patron de formacion clasico que incluye la aparicion de abundante puntilleo
ecogénico en el antro, seguido de la formacion de cadenas ecogénicas que
después se tornaran en redes para culminar con la completa luteinizacion del
foliculo.

La prediccion de un futuro FAH a través del seguimiento diario con ultrasonografia
doppler a color para la evaluacion del flujo sanguineo presente durante el periodo
peri-ovulatorio o peri-FAHs denoté ser insuficiente por lo que un monitoreo
realizado en periodos mas cortos pudo haber sido de mayor utilidad.

Tanto el antagonista de GnRH como la exposicion a eCG pudieron inducir
cambios irreversibles en el ambiente intrafolicular desde antes de que el foliculo se
tornara preowvulatorio por lo que el uso de la hCG, para evitar la formacion de
FAHs, no fue funcional sin embargo, estudios en condiciones hormonales

diferentes deben hacerse para confirmar o refutar este hecho.
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X. ANEXO

A. CONCENTRACION HORMONAL EN UNA YEGUA TRATADA CON UN
ANTAGONISTA DE GNRH QUE PRESENTO MULTIPLES
LUTEINIZACIONES DURANTE EL PERIODO DE EXPERIMENTAL

La “Yegua 13" formd parte del grupo AG sin embargo, no se pudo realizar la
aspiracion folicular ya que los foliculos alcanzaron un diametro maximo de tan solo
34 mm de diametro y a la ultrasonografia no mostraron alteraciones en el liquido
folicular de modo que unicamente se observd su repentina luteinizacion.

En esta yegua asi como en el resto de los animales de los grupos experimentales,
se suprimio la ovulacion secundaria y se formaron las glandulas luteas accesorias
desde de la semana 8 de gestacion. En la figura 18 se observan las tres
luteinizaciones que se presentaron durante las semanas 8 y 9 de gestacion.
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Figura 18 Concentracién de progesterona, eCG y estradiol en una yegua con gestacion equina.
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B. CONCENTRACION HORMONAL EN YEGUAS CON ANTAGONISTA DE
GNRH QUE NO FORMARON FOLICULOS  ANOVULATORIOS
HEMORRAGICOS

Las yeguas “Lady Xoc”, “Valentina”, “Lady D” y “Candela” pertenecieron al grupo

AG sin embargo, no fueron incluidas con las demas debido a que ninguna formé

foliculos anovulatorios hemorragicos a pesar de que la concentracion maxima de

eCG que alcanzaron estuvo entre 23 y 45 Ulml con niveles de progesterona 10

ng/ml y de 12 a 132 ng/ml para el estradiol (figuras 19.1 a 19.4).

En el caso de la yegua “Lady Xoc” (Figura 19.1) se puede observar que hubo una

ovulacién secundaria durante la semana 6 de gestacion, tal owvulacion

correspondid a un folicuo cuyo diametro, al inicio del tratamiento con el
antagonista de GnRH, era de 50 mm de diametro.

Las yeguas “Valentina” y “Candela” (Figura 19.2 y 19.3) mantuvieron la gestacion

unicamente con el cuerpo luteo primario pero, la yegua “Candela” tuvo el doble de

concentracion de progesterona que la yegua “Valentina”.

En la semana 7 y 9 de gestacién, en la yegua “Lady D” (Figura 19.4), se observo

un foliculo con puntilleo ecogénico en el antro no obstante, fue la Unica alteracion

que presentd para finalmente sufrir regresion.
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Figura 19.1 Concentracion de progesterona, eCG y estradiol en una yegua con gestacion
equina del grupo AG.
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Figura 19.2 Concentracion de progesterona, eCG y estradiol en una yegua con gestacion
equina del grupo AG.
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Figura 19.3 Concentracion de progesterona, eCG y estradiol en una yegua con gestacion
equina del grupo AG.
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Figura 19.4 Concentracion de progesterona, eCG y estradiol en una yegua con gestacion
equina del grupo AG. El circulo hueco indica el momento en que se observd cambios en los
foliculos.
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C. CONCENTRACION HORMONAL EN UNA YEGUA DEL GRUPO CONTROL

QUE NO

FORMO CUERPOS LUTEOS ACCESORIOS

La yegua “Alfa” (Figura 20) no recibié ningun tratamiento hormonal sin embargo no

formé cuerpos luteos accesorios a pesar de que alcanzé niveles de eCG con

concentraciones similares a otras yeguas del estudio, incluyendo las de los grupos

experimentales que formaron FAHs. De tal manera esta yegua “Alfa” mantuvo la

gestacion unicamente con el cuerpo luteo primario y el cuerpo liteo secundario.
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Figura 20 Concentracion de progesterona, eCG y estradiol en una yegua con gestacion equina
que formé solo un cuerpo luteo suplementario.
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