UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA

=
"
i

TR - )
X G DE MEXICO
u F,
oy 74 o

SRS

DOCTORADO EN CIENCIAS DE LA
PRODUCCION Y DE LA SALUD ANIMAL

EFECTO DE LA EPOCA DEL ANO SOBRE LA FUNCIONALIDAD DE LAS COPAS
ENDOMETRIALES Y LA SECRECION DE eCG EN YEGUAS UTILIZADAS PARA
LA PRODUCCION DE MULAS

T ES I S
PARA OBTENER EL GRADO DE DOCTORA
EN CIENCIAS

PRESENTA

ANA MYRIAM BOETA ACOSTA

TUTOR
PhD. LUIS ALBERTO ZARCO QUINTERO

COMITE TUTORAL:
PhD. DAN SHARP

DR. JAVIER VALENCIA

MEXICO, D.F. 2008



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DEDICATORIAS

A Lucio
Ti ringrazio per il grande amore che mi hai saputo dare e per i bellisimi momenti
che insieme abbiamo vissuto spero tanto di averti accanto a me per tutto il resto
della mia vita.
Con tanto amore

A Cate
Principessa sei il regalo piu bello che Dio mi ha dato, grazie per esistere. Grazie
per darmi i tuoi sorrisi, grazie per insegnarmi tante cose, ho capito che anche i
figli possono insegnare tante cose ai genitori.

Je T’ame beaucoup

A mi mama, abue, Rose y Karla
Se que no han sido tiempos faciles, pero a pesar de todo nos hemos mantenido
unidas y fuertes gracias al amor que existe entre nosotras.
Las quiero mucho.



AGRADECIMIENTOS

A la UNAM, institucién educativa a la cual le debo toda mi formacion
educativa desde mi bachillerato hasta mi doctorado.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por el apoyo
financiero que me brindo durante la realizacién de mis estudios.

Al Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacion e Innovacion
Tecnologica (PAPIIT) IN 236602

A Luis Zarco, quien me ha guiado desde el inicio de mi carrera profesional y
me ha brindado todo su apoyo y confianza durante estos afos.

A todos los miembros de mi Comité tutoral y en especial al Dr. Dan Sharp,
quien contribuyo de manera especial en el desarrollo de la investigacion.

A la valiosa colaboracién de Clara Murcia, Lucia Porta, Susana Rojas y
Ana Rodriguez quien fueron las responsables de llevar a cabo las mediciones
hormonales de esta investigacion.

A la Donkey Association de México y en especial a Mariano Hernandez por
todo el apoyo que me brindo, durante la investigacion.

Al Dr. Carlos Gutiérrez por su ayuda brindada con las pruebas estadisticas.

Al Departamento de Equinos y en especial al Dr. Rodriguez Monterde y la
Dra. Maria Masri por la ayuda desinteresada durante el trabajo.

A la MVZ. Heidi Sosaya y al laboratorio INTERVET por todos los productos
hormonales que nos donaron para la realizacién del trabajo de campo.

A todas aquellas personas que participaron en mayor o menor grado
durante todos estos 4 largos anos de duras batallas, especialmente a Francisco
Velasquez, Erick Boyzo, Stephanie Retteg, Guillermo Gonzales, Elias Velasquez,
Chrisitian Urias, Gabriela Boneta, Yair, Celia Pedro, Chava y De la Rosa.



CONTENIDO

LI T S 111 = 4
P Y= 1 I ¥ A O [ 6
3. INTRODUGCCION. ...ttt ettt ettt ettt e e e e e e eeee et eee e eeeee e e 8
3.1 ObjetiVOS. . u i e e 11
B 0 [T 1 1= - 11

4. REVISION DE LITERATURA

4.1 ESTACIONALIDAD REPRODUCTIVA..... ..ottt ressas s s s sannns 12
4.1.1 Neuroendocrinologia de la Estacionalidad..............cccoviiiiiiiiiininnnnn 14
4.1.2 EPOCA OVUIAEONIA. . .c.cueerercrcrceseesesessessssssssssasssasssasasssssssssasssssssenssssssssssnsssnes 18
4.1.3 EPOCA ANOVUIAtONIA......ccercreecrcrceree e ssssssasssssss s ssssssssssasssasssasasssssssanes 19
4.1.4 Epoca de TranSiCioN..............c.c.coveueeeececeeeeeeeeeeeeeese et ene e eanenanens 20

4.1.5 Estacionalidad de la foliculogénesis y la funcién
lutea durante la gestacion..............iiiiceincci i 21

4.2 PERDIDA DE LA GESTACION

4.2.1 Muerte embrionaria temprana............cccceeririirerriii e 23
4.2.2 Muerte embrionaria tardia y muerte fetal.........c.cocoeiviiiiiiiiiiiiiiinnennns 27
4.3 GONADOTROPINA CORIONICA EQUINA (€CG)......cccovvvvieeeeeeeeeeeeeeee, 27
4.3.1 Formacion y Destruccion de las Copas Endometriales............c.cccuue.ee 28
4.3.2 Clasificacion y Estructura Bioquimica de la eCG..........c.cccoriiirrnrannn 33
4.3.3 Propiedades Bioldgicas de la eCG........ccceiviiiriiiniirnrcrcrisnra s s s 35
4.3.4 Regulacion de la Secrecion de eCG........cccvoiiiiiiircreririnnrr s e e 39
4.3.5 Papel de la eCG Durante la Gestacion Equina............cccoeviviieiiinnnnnns 40

4.4 PLACENTACION EQUINA. .. oot e, 44



4.5 MODELOS PARA EL ESTUDIO DE LA FALLA DE LA GESTACION EQUINA
R I, (=To ToTo [=1) - Lo Lo o RS 46
4.5.2 GeStaCIiON MUIAFK..........c.ceeeeeeeieeeeeeeiec et ace e ace e s e n e 48

4.6 METODOS PARA EVALUAR LAS CAUSAS DE PERDIDA

DE LA GESTACION. ....eiiiiiiiie ettt 50
4.6.1 Determinacion de ProgesSterona............ccoceuevuieesmssusmsmsmsnsesssesssssnsas 50
4.6.2 Determinacion de ESIrOgenos.............ccueeeuuimieniniminininininsssnsnssnsans 51
4.6.3 Seguimiento UltrasonografiCo..............c.cevuuieuiusmiaseieinsesnssssssnssasnns 54

5. OVARIAN ACTIVITY OF THE MARE DURING WINTER AND
SPRING AT A LATITUDE OF 19°21' NORTH.......c.cccoiviiiiiiiiiininn e 56

6. PROGESTERONE AND EQUINE CHORIONIC GONADOTROPIN
CONCENTRATIONES AROUND THE TIME OF PREGNANCY LOSS IN MARES
IMPREGNATED BY DONKEYS OR STALLION........ccooiiiiiiiiiii s 60

7.1 MATERIAL Y METODOS......ccoiitiieeee e 68

7.2 RESULTADOS

7.2.1 Concentraciones hormonales durante gestaciones normales............. 71
7.2.2. Formacion de cuerpos Itite0s aCCeSOLiOS. ........c.uemuiuiminininnininnnenns 74
7.2.3. Relacion entre el numero de cuerpos luteos y las

concentraciones hOrmonales..............c.ccvveiieiiiieraiiiiiieira e rass 76
7.2.4 Relacion entre concentraciones de eCG y

concentraciones de ProgesSterONa..............uuveueeieiesesesmssssmsnsnsnsnsnsnsessssnses 78
7.2.5. Mortalidad embrionaria y fetal...............covevuenenirmimimieiiinieininnnannnnnns 79

7.2.6 Descripcion de los casos de aborto en yeguas servidas
(oo I o1 4 o 2O 81



7.2.6.1 Yequa con deficiencia lutea primaria que aborté un
[ 001 o [0 0 11 - 82

7.2.6.2 Yequas con deficiencia |lUtea asociada con baja produccién de

eCG v que abortaron embrioNES MUl ... eeee e eeieriireiensrennerirnnsrannsrannnsrnnnsns 84

7.2.6.3 Yequas con lutedlisis activa que abortaron embriones mula....oeeeeeeeeeenne. 88

7.2.6.4 Yequa con combinacién de deficiencia lutea primaria y luteélisis activa que

P oYo T (o UL al=Y 001 0] Lo o T 0 0101 = 91

7.2.6.5 Yequas con patologia traumatico-infecciosa que abortaron

CINIDIIONES IMUI .t eutsensennsnnssressrnssansssnsssnsssasssassssssssssssssssssssnssnnssnnsssssssnsssnsssnnssnnsnnnsnnn 92

7.2.7. Descripcion del caso de aborto en una yegua servida
(o] I 1 o - 1| o 2R 95

7.2.8 Descripcion de gestaciones normales con concentraciones
bajas de progesterona y €CG........ccoovimimiiiiiimiir s e 97

7.2.9 Descripcion de un caso con dos ovulaciones accesorias en

ausencia total de eCG.........cociiiiiiiiii 103
7.2.10 Descripcion del unico caso de gestacion con embrion mula

en el que se formaron 3 cuerpos IUteos acCcesSOrioS. ..........c.ceveveeeirrerarane. 103
7.3 DISCUSION

7.3.1 Perfiles hormonales y formacion de cuerpos luteos accesorios

en gestaciones NOIMAIES.............ceueueueimiumuininiminisnsnsnsnsnssrsasesnsnsnnannnnes 106
7.3.1.1 Efecto de 1a época del @M0. .............oueeieieiiiiiie e 106

7.3.1.2 Diferencias en las concentraciones hormonales y formacion de cuerpos

luteos accesorios en yequas servidas con burro y yequas servidas con caballo con

QESIACIONES NOIMAIBS. ... e e e e e e 108

7.3.1.3 Relacion entre eCG, progesterona y formacion de cuerpos luteos

AOCEBSONIOS. . e e e e e 109



7.3.2 Mortalidad embrionaria y fetal.................ceveuenieieieimiminieiniininacanas 112
7.3.2.1 Efecto de 1a 800Ca Al QA0. ... e 112

7.3.2.2 Diferencias en mortalidad embrionaria y fetal entre yequas servidas

con caballo y yequas Servidas CON DUITO. .......... ., 113
7.3.2.3 Andlisis de las causas de mortalidad fetal..............ccoeueeuiieiiiiiiinn... 115
7.4 CONCLUSIONES. . ... oo, 120

7.5 ANEXO — PERFILES HORMONALES DE LAS YEGUAS NO INCLUIDAS
EN EL CUERPO DEL CAPITULO Vl......coeeeeeeeeee e 121

7.6 LITERATURA CITADA . .. e 155



iNDICE DE FIGURAS

Figura 4.1 Imagenes ultrasonograficas de vesiculas embrionarias normales de 12
Y 21 dias de gestaCion.......c.ouiuinie s 24

Figura 4.2 Imagenes ultrasonograficas de vesiculas embrionarias de 25 y 30 dias
de gestacién que sufrieron mortalidad embrionaria...........cccooooiviiiiiiiieenn. 25

Figura 4.3 Uteros de yeguas con gestaciones mulares de 65 dias de edad y el
escaso desarrollo de las copas endometriales...........ccoviiiiiiiiiiiiiiii 48

Figura 4.4 Imagenes ultrasonogréficas de hallazgos de muerte fetal................. 55

Figura 7.1 Concentraciones de progesterona en gestaciones normales de yeguas
servidas con burro o yeguas servidas con caballo..............ccoooiiiiiiiii. 72

Figura 7.2 Concentraciones de eCG en gestaciones normales de yeguas
servidas con burro o yeguas servidas con caballo..............cooooiiiiiiin 73

Figura 7.3 Concentraciones de sulfato de estrona en gestaciones normales de
yeguas servidas con burro o yeguas servidas con caballo......................o.o.e. 73

Figura 7.4 Numero de cuerpos luteos acumulados en gestaciones normales en
yeguas servidas con burro y yeguas servidas con caballo.......................... 74

Figura 7.5 Clasificacion de las yeguas de acuerdo al numero total de cuerpos
luteos acumulados durante la gestacion............vveiiiiiiiii 75

Figura 7.6 concentraciones de progesterona y eCG en yeguas servidas con
caballo que a lo largo de la gestacién acumularon 2, 3 0 4 cuerpos luteos.......... 76

Figura 7.6 bis Concentraciones de progesterona y eCG en yeguas servidas con
burro que a lo largo de la gestacién acumularon 2, 3 0 4 cuerpos luteos............ 77

Figura 7.7 Concentraciones de progesterona, eCG y sulfato de estrona en una
yegua con embrién mula que sufrié aborto por una deficiencia latea primaria......83



Figura 7.8 Concentraciones de progesterona, eCG y sulfato de estrona en una
yegua con embrion mula que sufrié aborto por deficiencia lutea asociada a
ausencia de secrecion de €CG........ciiiiii i 85

Figura 7.9 Concentraciones de progesterona, eCG y sulfato de estrona en una
yegua con embrion mula que sufrié aborto por deficiencia lutea asociada a
deficiente secrecion de €CG. ... ...ouiuiiii i 86

Figura 7.10 Concentraciones de progesterona, eCG y sulfato de estrona en una
yegua con embrion mula que sufrié aborto por deficiencia lutea asociada a una
produccion deficiente de €CG. ... ..o 87

Figura 7.11 Concentraciones de progesterona, eCG y sulfato de estrona en
diferentes semanas de la gestacion en una yegua con embridon mula que sufrié
aborto por una IUteolisis aCtiva..........o.vviiiii i 89

Figura 7.12 Concentraciones de progesterona, eCG y sulfato de estrona en
diferentes semanas de la gestacion en una yegua con embridon mula que sufrié
aborto por regresion del cuerpo IUt€0. ......o.vue i 90

Figura 7.13 Concentraciones de progesterona, eCG y sulfato de estrona en una
yegua con embrién mula que sufri6 aborto después de una deficiencia lutea
primaria seguida por luteolisis repentina.............oovviiiiiii 91

Figura 7.14 Concentraciones de progesterona, eCG y sulfato de estrona en una
yegua con embrion mula que sufri6 muerte fetal sin presentar deficiencia de en la
SECIECION B BC G ..o et 93

Figura 7.15 Concentraciones de progesterona, eCG y sulfato de estrona en una
yegua con embridon mula que sufrié muerte fetal por deficiencia lutea asociada con
ausencia en la produccidn de €CG.... ..o 94

Figura 7.16 Concentraciones de progesterona, eCG y sulfato de estrona en una
yegua con embrién equino que sufrid aborto por insuficiencia lutea primaria e
hipofuncidn placentaria. ........ ..o 96

Figura 7.17 Concentraciones de progesterona, eCG y sulfato de estrona en una
yegua con gestacién exitosa de embridn equino con concentraciones reducidas
de progesteroNay €CG. ... ..iuiui i 98

Figura 7.18 Concentraciones de progesterona, eCG y sulfato de estrona en una
yegua con gestacién exitosa de embridn equino con concentraciones reducidas
de progesteroNa y €CG. ... c.uiiie i 99

Figura 7.19 Concentraciones de progesterona, eCG y sulfato de estrona en una
yegua con embrion mula que presentd una gestacibn normal con bajas
concentraciones de progesteronay €CG.........ouiuiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 101



Figura 7.20 Concentraciones de progesterona, eCG y sulfato de estrona en una
yegua con embrién mula que presento una gestacion normal con niveles bajos de
Progesteronay ©CG.......ou i 102

Figura 7.21 Concentraciones de progesterona, eCG y sulfato de estrona en una
yegua gestante con embrién mula que formé dos cuerpos luteos accesorios y
niveles basales de €CG.... ... 104

Figura 7.22 Concentraciones de progesterona, eCG y sulfato de estrona en la
Unica yegua gestante con embribn mula que formé tres cuerpos luteos
P2 (0o o o L P 105

7.5.1 Yeguas servidas con burro que tuvieron gestacion normal y concentraciones
normales o elevadas de progesteronay €eCG..........coeiviiiiiiiiiiiiiiiiineen 121

7.5.2 Yeguas servidas con burro que tuvieron gestacion normal y concentraciones
bajas de progesterona a partir de la semana 10..........c.cooiiiiiiiiiiiiinenes 131

7.5.3 Yeguas servidas con burro que tuvieron gestacion normal y concentraciones
excesivamente bajas de €CG. ... 136

7.5.4 Yeguas servidas con caballo que tuvieron gestaciéon normal.................. 138



iNDICE DE CUADROS

Cuadro 7.1 Incidencia de mortalidad embrionaria en yeguas gestantes con
embrién equino 0 mula en gestaciones que comenzaron en el mes de junio o
= o ¢ 1 79

Cuadro 7.2. Incidencia de abortos en yeguas gestantes con embriéon equino o con
mula en gestaciones que comenzaron en el mes de junio o abril....................... 80

Cuadro 7.3.Incidencia total de pérdida de gestacion en yeguas gestantes con
embrién equino 0 mula en gestaciones que comenzaron en el mes de junio o

Cuadro 7.4 Clasificacion de las yeguas servidas con burro que abortaron de
acuerdo a la causa aparente del aborto



1. RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue comparar la incidencia de muerte fetal por
disfuncién latea debida a la regresion prematura de copas endometriales en
yeguas inseminadas con semen de burro o con semen de caballo al inicio o al
final de la época ovulatoria. Ademas a través del seguimiento ultrasonografico y
hormonal (eCG, progesterona y sulfato de estrona) se determinaron las causas
probables de la muerte del producto. Antes de iniciar el experimento propiamente
dicho se realizd una investigacion para delimitar la época ovulatoria de la yegua
criolla en México. A partir de los resultados de dicho estudio se programaron los
experimentos en época reproductiva plena y en época de transicidon hacia la
estacidén no reproductiva. Asi, la primera parte del experimento se realiz6 al inicio
de la época ovulatoria y se utilizaron 24 yeguas gestantes; 14 inseminadas con
burro y 10 inseminadas con caballo Se realizaron 2 veces por semana
evaluaciones ultrasonograficas hasta el dia 120 de la gestacion. En cada ocasion
se determind el nimero de cuerpos luteos presentes en los ovarios asi como la
viabilidad fetal (presencia de latido cardiaco, movimiento fetal y/o pulsacion del
corddbn umbilical). Ademas, a partir de la quinta semana de gestacion se
obtuvieron dos veces por semana muestras sanguineas para la determinacion de
progesterona, a partir de la sexta semana para la determinacion de eCG y a partir
de la semana 9 para la determinacion de sulfato de estrona con el objeto de
evaluar respectivamente la funcién de los cuerpos luteos, las copas endometriales
y la viabilidad fetal. La segunda parte del experimento se realizd al final de la
época ovulatoria, utilizando 30 yeguas, 18 inseminadas con burro y 12
inseminadas con caballo, realizando el mismo seguimiento ultrasonogréafico y
hormonal descrito para las yeguas de la primera parte del estudio. En este trabajo
no se encontraron diferencias significativas (P>0.05) entre la incidencia de
pérdida de gestacion ocurrida al inicio o al final de la época ovulatoria. Tampoco
existieron diferencias significativas entre épocas con respecto a las
concentraciones de progesterona, eCG y sulfato de estrona. En contraste, si se
identifico un efecto del tipo de gestacién (con caballo o con burro), ya que los
abortos presentados en el grupo de yeguas servidas con burro fueron



significativamente mayores (P<0.05) que los que se presentaron en yeguas
servidas con caballo. También se confirmé que las concentraciones de
progesterona y eCG en yeguas servidas con burro son significativamente menores
(P<0.05) que las yeguas servidas con caballo. Se demostré6 que en yeguas
servidas con burro si se pueden formar cuerpos IUteos accesorios pesar de la
deficiente secrecion de eCG. No obstante en yeguas servidas con caballo los
cuerpos luteos accesorios se presentaron mas temprano durante la gestacion y en
mayor numero que en yeguas servidas con burro. En total se presentaron 9
abortos en yeguas servidas con burro y 1 en yeguas servidas con caballo. Casi la
mitad de las pérdidas gestacionales estuvieron asociadas con deficiencia en la
secrecién de eCG y progesterona (3 fetos mula y 1 feto caballo), mientras que la
mayoria de los restantes se debid a luteolisis activa, posiblemente por liberacion
enddgena de PGF2a seguida por regresion del cuerpo luteo y muerte fetal. Se
concluye que en cualquier época del afo las yeguas servidas con burro tienen una
mayor incidencia de abortos que las yeguas servidas con caballo. Se confirmé que
las concentraciones de progesterona y eCG circulantes en yeguas servidas con
burro son significativamente menores que en las yeguas servidas con caballo, lo
que aumenta el riesgo de sufrir aborto tanto por una insuficiencia lutea secundaria
como por un mayor riesgo de sufrir luteolisis activa. Sin embargo, también se
demostré que la presencia de concentraciones elevadas de eCG no siempre es
indispensable ni para la formacién de cuerpos luteos accesorios ni para mantener

concentraciones de progesterona compatibles con una gestacién exitosa.



2. ABSTRACT

The objective of this study was to compare the incidence of pregnancy failure due
to luteal dysfunction associated with premature endometrial cup regression in
mares impregnated with donkey or horse semen at the beginning or the end of the
ovulatory season. Also, the probable causes of fetal death were determined
through serial ultrasonographic observations and hormonal determinations. Before
starting the experiment a study was carried out to delimit the ovulatory season of
criollo mares in Mexico. Thereafter, the experiment was planed in order to have
mares impregnated either during the ovulatory season or during the transition
towards the anovulatory season. Thus, the first part of the experiment was started
at the beginning of the ovulatory season using 24 pregnant mares; 14 of which had
been inseminated with donkey semen and 10 with horse semen. Ultrasonographic
examinations were carried out twice a week from day 30 to 120 of pregnancy.
Each time the number of corpora lutea present at the ovaries was registered and
fetal viability was assessed (presence of heart beat, fetal movement and/or
umbilical cord beat). Blood samples were collected twice a week starting on the 5th
week of gestation for progesterone determinations, on the 6th week for eCG, and
on the 9" week for estrone sulphate measurements, that were respectively used to
evaluate luteal function, endometrial cup function and fetal viability. The second
part of the experiment was carried out at the end of the ovulatory season using 30
mares; 18 impregnated with donkey semen and 12 impregnated with horse semen.
Ultrasonographic and hormonal monitoring was carried out as in the first part. No
significant differences (p>0.05) were found between seasons with respect to the
incidence of pregnancy failure or in relation to the concentrations of progesterone,
eCG or estrone sulphate. In contrast, significant effects of the type of gestation
(with donkey or with horse) were found. The abortion incidence in the mares
impregnated with donkey semen was significantly higher (p<0.05) than that found
in the mares impregnated with horse semen. Also, it was confirmed that
progesterone and eCG concentrations are significantly lower in mares carrying a
mule fetus than in mares carrying an equine conceptus. It was demonstrated that

mares carrying mule embryos can form accessory corpora lutea even though they



have low eCG production. However, mares impregnated with horses develop more
accessories CL and they tend to do it earlier than mares impregnated by donkeys.
A total of 9 abortions occurred on mares impregnated by donkeys and 1 in a mare
impregnated by horse. Almost half of the pregnancy losses (3 mule fetuses and 1
equine fetus) were associated with deficient eCG and progesterone secretion,
while most of the rest were due to active luteolysis, probably caused by
endogenous PGF2a release followed by luteal regression and fetal death. It is
concluded that at any time of the year the mares impregnated by donkeys have a
higher incidence of pregnancy failure than mares impregnated by horses. It was
confirmed that eCG and progesterone concentrations in mares carrying mule
fetuses are lower than those present in mares with equine fetuses, and that this
situation increases the risk of pregnancy failure due either to secondary luteal
insufficiency or to active luteolysis. However, it was also demonstrated that the
presence of high eCG concentrations is not always needed for the development of
accessory CL to maintain the minimum progesterone concentrations needed for a

successful pregnancy.



3. INTRODUCCION

Debido a que la mula es un hibrido infértil, su produccién requiere el cruzamiento

entre Equus caballus (caballo doméstico) y Equus asinus (burro doméstico) (Allen

et al., 1993). En la practica este cruzamiento inter-especie se realiza mucho mas
frecuentemente entre yeguas y burros que entre caballos y burras. Existen datos
que revelan que la cruza de yegua con burro resulta en una fertilidad relativamente
baja, que no solo es debida a bajos porcentajes de concepcién, sino también a
una incrementada incidencia de abortos y mortinatos (Jordano et al., 1954).

Una posible causa de la baja fertilidad de yeguas servidas con burro es el rechazo
prematuro que el sistema inmune de la hembra dirige en contra de las copas
endometriales del embrion mula (Allen, 1982 Allen et al., 1973), que son las
estructuras responsables de producir la hormona denominada gonadotropina
coriénica equina (eCG) (Murphy y Martinuk, 1991). La eCG es responsable, junto
con la FSH, de inducir la formacién de cuerpos luteos accesorios durante la
gestacion equina, asi como de estimular la funcién tanto del cuerpo luteo primario
como de los accesorios (Allen, 2001b). La eCG es un importante regulador de la
esteroidogénesis en el cuerpo luteo de la yegua, por lo que a partir del dia 40
hasta el 150 de la gestacion los cuerpos luteos producen cantidades adicionales
de progestagenos (Daels, 1998). Sin embargo, no todas las yeguas gestantes
desarrollan cuerpos luteos secundarios, y en las que lo hacen hay gran variacion
tanto en el numero como en el momento en que aparecen. Se ha demostrado que
la gestacion puede ser mantenida por varias semanas y aun continuar hasta su
término sin la presencia de eCG y cuerpos luteos secundarios (Allen, 2001a Allen
y Stewart, 1993).

Los receptores luteos para LH/eCG aumentan su afinidad después de que
comienza la secrecion de eCG, por lo que el cuerpo luteo primario permanece
receptivo a la eCG hasta que ocurra la transicion de la fuente esteroidal lutea a la
fuente esteroidal placentaria (Allen, 2001a).

En una gestaciéon normal, resultado de la cruza de un caballo con una yegua, las
copas endometriales producen altas concentraciones de eCG desde el dia 35-40
hasta el dia 120-150 de la gestacion, cuando son rechazadas inmunolégicamente



por la madre (Bergfelt et al., 1989). Durante todo este periodo la eCG estimula la
funcién lutea. Después del dia 100 la gestacién ya no depende de la funcién lutea
ni del efecto luteotrépico de la eCG, ya que en esa etapa la placenta produce
suficientes progestagenos para mantener la gestacion (Allen, 2001a).

Por otra parte, cuando una yegua es cruzada con burro con el objeto de producir
una mula, las copas endometriales derivadas de las células coriénicas del embrion
mula son rechazadas muy rapidamente, entre la séptima y decimoprimera
semana, por lo que las concentraciones de eCG se reducen en forma muy
prematura, y en ocasiones ni siquiera llegan a elevarse (Allen, 1982; Allen, 2001b).
Esta falta de apoyo gonadotrépico provoca que se formen pocos cuerpos luteos
accesorios y que las concentraciones de progesterona se mantengan muy por
debajo de las encontradas durante una gestacion de yegua servida con caballo
(Bergfelt et al., 1989; Allen et al., 1987; Allen, 2001b).

Los indices de fertilidad de las yeguas utilizadas para la produccion de mulas son
generalmente pobres (Jordano et al., 1954), por lo que hace algunos anos
postulamos la hipétesis de que la inadecuada funcidén latea derivada de la
regresion prematura de las copas endometriales de las yeguas gestantes con un
embrion mula podria ser la causa de una alta incidencia de mortalidad embrionaria
durante la primera mitad de la gestacion (Boeta y Zarco, 2005), encontrando que
efectivamente, las bajas concentraciones de eCG y su pronto retorno a niveles
basales en yeguas gestantes con un embridén mula, resultaron en una funcion
lutea disminuida, produciéndose una incidencia de mortalidad embrionaria mayor a
la obtenida en yeguas servidas con caballo. Sin embargo, en el estudio se
encontr6 que un numero elevado de yeguas servidas con burro llevaron su
gestacion a término en forma normal a pesar de que sus concentraciones de eCG
siempre se mantuvieron muy reducidas, o incluso llegaron a permanecer basales a
lo largo de la gestacion (Boeta y Zarco 2005).

Estos resultados nos llevaron a preguntarnos cual es la verdadera funcién de la
eCG, dado que evidentemente no es indispensable para mantener la gestacion.
Esta misma pregunta habia sido formulada por Allen (2001b) quien encontrd que la

xenogestacion obtenida al transferir embriones de burro a yeguas no siempre



resulta en la muerte del producto a pesar de que las copas endometriales nunca
se desarrollan en ése tipo de gestacion (Allen, 2001a; Allen, 2001b).

Es importante tomar en cuenta que la secuencia de aminoacidos de la eCG es
idéntica a la de la LH equina (Bousfield et al., 1987). Aunque existen diferencias
en la glicosilacion de ambas hormonas, dichas diferencias solamente modifican
variables tales como la potencia o la vida media de la hormona, pero no su efecto
luteotrépico basico (Murphy y Martinuk, 1991). Por esta razdn, se puede postular
que la eCG producida por las copas endometriales tiene efectos redundantes con
los de la LH, por lo que es posible pensar que la funcidén de la eCG es la de servir
como “seguro” para garantizar la correcta estimulacion del cuerpo luteo (Allen,
2001b; Bousfield et al., 1987). La progesterona producida por los cuerpos luteos
secundarios no es indispensable para el mantenimiento de la gestacién, pero su
presencia permite asegurar una fuente extra de progesterona en caso de una
regresion prematura del cuerpo luteo primario (Allen, 2001b).

Sin embargo, debe recordarse que la yegua es un animal con estacionalidad
reproductiva, en la que la secrecién hipofisiaria de LH sufre una fuerte inhibicion
durante la época no reproductiva (Sherman et al., 1992). Normalmente la mayoria
de las yeguas quedan gestantes al inicio de la estacién reproductiva, por lo que los
primeros 120 dias de su gestacién transcurren durante la época reproductiva
plena, cuando la secrecion de LH hipofisiaria podria ser suficiente para mantener
la funcion latea sin necesidad de recurrir a la eCG. En cambio, si por cualquier
razén la yegua queda gestante hacia el final de la época reproductiva, la primera
parte de la gestacion transcurrira durante la época de inactividad ovarica, cuando
las concentraciones de LH se encuentren fuertemente inhibidas.

Es posible que sea precisamente en éstos casos cuando la eCG tenga un papel
mas importante, ya que su produccion y secrecion son auténomas y no estan
sujetas a un control estacional. Asi, la eCG podria haber evolucionado con el
objeto de sustituir a la LH hipofisiaria cuando la concepcion se produce hacia el
final de la época reproductiva, o bien para mantener los niveles de P4 en caso de
existir factores externos o internos que pongan en peligro la integridad del cuerpo

[Uteo.
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La yegua gestante con un embrién hibrido es el modelo ideal para estudiar esta
hipétesis, ya que es un animal con deficiencia de eCG en el que se podria evaluar
la importancia de la eCG para mantener la gestacion en yeguas que quedan
gestantes a finales de la época reproductiva natural.

3.1 OBJETIVOS

1.- Determinar la incidencia de muerte fetal por regresién prematura de copas
endometriales en yeguas inseminadas con semen de burro al final de la época
reproductiva, comparandola con la obtenida en yeguas servidas con burro al inicio
de la época reproductiva y la conseguida en yeguas servidas con caballo en
ambas épocas del afo.

2.- Determinar la incidencia de regresion prematura de las copas endometriales en
cada tipo de gestacién (con burro o caballo) y época del afo.

3.- Determinar la incidencia de disfuncion lutea debida a la ausencia de eCG en
cada tipo de gestacién y época del ano.

4.- A través del estudio individual de las relaciones temporales entre
concentraciones de progesterona, eCG, sulfato de estrona y pérdida de viabilidad
fetal (muerte embrionaria o fetal), determinar la incidencia de muerte fetal
atribuible a la regresion prematura de las copas endometriales en cada tipo de
gestacion y época del ano.

5.- Determinar la incidencia de cuerpos luteos y el dia de su aparicion en cada tipo
de gestacién y época del ano.

3.2 HIPOTESIS

La regresion prematura de las copas endometriales que se produce durante la
gestacion de yeguas servidas con burro resulta en la muerte del embrion por
deficiencia de la funcion lutea solamente cuando la gestacion se inicia al final de la

época reproductiva de la especie.
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4.REVISIONDE LITERATURA

4.1 ESTACIONALIDAD REPRODUCTIVA

La estacionalidad reproductiva es una estrategia que permite que los animales se
reproduzcan en la época del ano que resulte mas adecuada para que ocurra el
parto en una época favorable, en la que haya una adecuada disponibilidad de
alimentos y que el clima sea compatible con la sobrevivencia de las crias
(Donadeu y Watson 2007). Por esta razén en las especies en las que la gestacion
dura algunas semanas (roedores) o alrededor de un ano (equinos), el periodo de
actividad sexual se desarrolla durante la primavera, de tal forma que las hembras
paren en la misma época. En cambio, en aquellas especies en las que la duracion
de la gestacion es aproximadamente seis meses (ovinos y caprinos), el periodo de
actividad ovarica se situa en el otofio para que los partos ocurran en la primavera.
En algunas especies (visén, marsupiales, algunos ciervos y corzo) la estacién del
ano no solo ejerce una influencia en la produccién de gametos por las gbénadas,
sino también en el momento en que ocurre la implantacion. Por ejemplo, en el
corzo la fecundacién tiene lugar en julio y agosto, pero la implantacion se lleva a
cabo hasta diciembre-enero y los nacimientos ocurren en mayo-junio (Donadeu y
Watson 2007).

Los cambios en la duracion del dia (fotoperiodo) son el indicador mas confiable de
la época del ano, por lo que el animal utiliza ésta informacion para saber en que
época del ano se encuentra. En el hemisferio norte la longitud del dia comienza a
aumentar a partir del 22 de Diciembre, llegando a su maxima duracién el 21 de
Junio, para después comenzar a reducirse. En el hemisferio sur los cambios en la
direccion de la longitud del dia ocurren en las mismas fechas, pero en direccidn
inversa (el dia se alarga a partir de Junio y se acorta a partir de Diciembre). La
duracién maxima y la duracién minima de las horas luz varian de acuerdo a la
latitud. De esta manera, muy cerca de la linea ecuatorial la diferencia entre la
duracion del dia mas largo y el dia mas corto del afio es minima. En cambio, en
latitudes alejadas del ecuador puede haber muchas horas de diferencia entre la
longitud del dia mas corto y la del dia mas largo del afo. Sin embargo,
independientemente de la longitud maxima o minima del dia, las fechas en la que
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ocurre un cambio en la direccién del fotoperiodo son las mismas a cualquier
latitud. Por ésta razoén, los cambios en la duracion del fotoperiodo son predictores
exactos de la época del ano. No ocurre lo mismo con factores tales como la
temperatura, la humedad o la precipitacion pluvial, ya que existe una gran
variabilidad entre un afo y otro (Nagy et al., 2000; Sharp y Ginther, 1975; Sharp
et al., 1979; Sharp, 1988).

La yegua normalmente ovula durante la primavera y el verano, por lo que desde el
punto de vista reproductivo se considera que es un animal de dias largos.
Tradicionalmente se habla de “época reproductiva” (primavera-verano). Sin
embargo, ésta nomenclatura es inexacta, ya que el manejo que el hombre impone
a los animales en muchas ocasiones interfiere con la reproduccion. Asi, una yegua
puede pasar muchos afnos sin ser servida, por lo que no podemos decir que cada
ano pase por una “época reproductiva”. Tampoco es adecuado hablar de una
“época de anestro” y una “época de estros,” ya que en la yegua es muy comun
que exista una disociacion entre la actividad ovarica y la conducta sexual. Asi, es
frecuente que se presenten estros anovulatorios durante la época en que los
ovarios estan inactivos. Por definicion el anestro es la ausencia de conducta estral,
por lo que si una yegua presenta estro no podemos decir que estd en anestro
aunque los ovarios efectivamente estén inactivos. Por lo anterior, lo mas
conveniente es utilizar la actividad ovarica como base para definir las diferentes
épocas del afo. Asi, podemos decir que la yegua esta en la estacion anovulatoria
durante los meses en los que el desarrollo folicular esta disminuido y no llega a
presentarse la ovulacion, aunque durante éste periodo pueden presentarse estros
falsos. Por el contrario, durante la época ovulatoria, las yeguas mantienen ciclos
ovaricos con ovulaciones a intervalos regulares. Adicionalmente, es necesario
hablar de una “época de transicién” entre la época anovulatoria y la época
ovulatoria, ya que durante éste periodo la actividad ovarica de los animales tiene
caracteristicas especiales (Sharp y Ginther, 1975; Donadeu y Watson, 2007;
Sharp, 1988; Sharp et al., 1979).

La mayoria de las yeguas comienzan a ciclar en la primavera y dejan de tener

ovulaciones ciclicas durante el otofio e invierno, independientemente de la latitud
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en la que se encuentren. Sin embargo, del 10 al 20% de las yeguas presentan
ciclos estrales durante todo el afo (Palmer y Guillaume, 1992). Una determinada
raza estd genéticamente programada para comenzar a ciclar en una fecha
especifica contando a partir del solsticio de invierno, independientemente de la
longitud del dia en dicha fecha. De ésta manera, los animales no utilizan la
duracion absoluta del dia, sino la direccién del cambio en el fotoperiodo para
saber en que época se encuentran (Palmer y Guillaume, 1992). Debido a que la
respuesta a los cambios en la direccidbn del fotoperiodo esta genéticamente
programada, existen diferencias entre razas en la fecha de inicio y final de la
época anovulatoria (Palmer y Driancourt,1983). Adicionalmente, la variabilidad
genética natural en cualquier poblacion provoca que existan diferencias
individuales, por lo que siempre habra yeguas que ovulan durante la época en que
sus companeras de raza se encuentran en plena época anovulatoria (Ginther,
1994). Se ha sugerido que existe un ritmo intrinseco anual en la funcién
reproductiva, el cual es modificado, pero no enteramente controlado por los
cambios en el fotoperiodo. En yeguas, la existencia de un ritmo inherente puede
estar relacionada a los cambios evolutivos de la propia especie 0 a los cambios
ejercidos por el ser humano, por lo que algunos individuos de la especie han roto
con la influencia del fotoperiodo. Se ha sugerido que las practicas de manejo
asociadas con la domesticaciéon de las yeguas han contribuido a la reduccion de la
estacionalidad reproductiva que antes presentaban en su mayoria los equinos
(Palmer y Guillaume, 1992). Asi, las caracteristicas de la estacionalidad
reproductiva de una poblacién de yeguas dependen principalmente de la
composicién genética de dicha poblacion, aunque puede ser modulada por
factores como la latitud y el clima en los que se encuentran los animales. Por esta
razén, en el primer estudio del presente trabajo se estudié la estacionalidad
reproductiva de yeguas criollas en el altiplano mexicano, con el objeto de delimitar

su estacion reproductiva y poder programar el resto de los experimentos.
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4.1.1 Neuroendocrinologia de la Estacionalidad

El papel del fotoperiodo en el control de la estacionalidad reproductiva de la yegua
se ha demostrado en una serie de experimentos en los que se observd que el
periodo de actividad ovarica puede ser desplazado al modificar el régimen de
fotoperiodo, sin cambiar otros factores ambientales. Actualmente se sabe que la
regulacion del ciclo anual es mas compleja que una simple respuesta directa al
fotoperiodo debido a la existencia del fenébmeno de fotorrefractariedad. De hecho,
en la yegua el incremento en las horas luz después del solsticio de invierno no
parece ser el responsable del inicio de la actividad ovarica, dado que los animales
mantenidos experimentalmente en dias cortos a partir del solsticio de invierno
comienzan su actividad ovérica al mismo tiempo que aquellos que se mantuvieron
en fotoperiodo natural. En estas condiciones el inicio de la actividad ovarica se
debe a la aparicion de un estado refractario (insensibilidad) a los dias cortos
después de varios meses de exposicion a ellos (Palmer et al., 1982). Estos
estados refractarios son sumamente importantes en el desarrollo de la actividad
ovarica y son el resultado de la expresién de un ritmo endégeno de reproduccion.
La funcion del fotoperiodo es sincronizar y “poner a tiempo” el ritmo enddégeno con
el ciclo astrondémico (Palmer et al., 1982).

La glandula pineal es el mediador entre los fotorreceptores retinianos y el eje
hipotalamo-hipofisiario-gonadal. La via por la cual la informacién luminosa alcanza
a la glandula pineal en los mamiferos comienza en la retina, que es el
fotorreceptor primario del sistema circadiano en estos animales. La actividad
nerviosa resultante de la estimulacion de la retina es conducida a través de fibras
especializadas que pasan directamente al nucleo supraquiasmatico del hipotalamo
a través del tracto nervioso retino-hipotalamico. Es importante tener presente que
el nucleo supraquiasmatico tiene la funcion de actuar como el reloj biologico del
organismo, con el cual se ponen a tiempo los ritmos enddgenos de los animales.
El tracto nervioso retino-hipotalamico, que existe en todos los mamiferos
incluyendo los equinos, permite que en el nicleo supraquiasmatico se haga una

interpretacion o ajuste de las senales de luz antes de ser enviadas a la pineal 0 a
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otra parte del cerebro. La existencia del tracto retino-hipotaldmico permite que un
animal pueda captar la informacién luminosa y poner a tiempo sus ritmos a pesar
de tener una falla en el procesamiento de la visiébn en la corteza cerebral.
Obviamente las lesiones del ojo 0 aquellas producidas en el trayecto entre el ojo y
el nucleo supraquiasmatico interferiran con la percepcién del fotoperiodo. Sin
embargo, las lesiones nerviosas que se produzcan después del ndcleo
supraquiasmatico no tienen efecto sobre los ciclos circadianos (Donadeu y
Watson, 2007; Sharp, 1988, Kilmer et al., 1982). Después de que los impulsos
nerviosos que llevan informacion luminica alcanzan al nucleo supraquiasmatico
contindan avanzando hasta llegar al ganglio cervical superior, desde donde salen
fibras postganglionares simpaticas noradrenérgicas (nervio coronario), que hacen
sinapsis con los pinealocitos, que son las células de la glandula pineal
encargadas de la produccién de melatonina. Los pinealocitos responden a la
estimulacion simpética con una serie de reacciones bioquimicas que culminan en
secrecion de melatonina (Donadeu y Watson, 2007).

La duracion de la secrecidn diaria de melatonina esta directamente relacionada
con la duracién del fotoperiodo, ya que la hormona comienza a secretarse minutos
después de comenzar la oscuridad y deja de secretarse al volver a haber luz. De
esta manera la pineal actia como un transductor foto-neuroendocrino mediante el
cual el impulso nervioso que trae informacion luminosa es transformado en una
senal hormonal. Asi, la duracién en la elevacién de las concentraciones de
melatonina equivale a la duracion del periodo de oscuridad. La glandula pineal
produce mas melatonina durante el invierno debido a que los dias son cortos y las
noches largas (Grubaugh et al., 1982; Peltier et al., 1998). En las yeguas el
incremento en la actividad de la pineal se asocia con una disminucién en la
actividad ovarica entre diciembre y abril. Al exponerse a los dias mas largos del
final de la primavera o del verano la pineal disminuye su funcion y la funcidn
ovarica se restablece. Sin embargo, el sistema neuro-endécrino que regula los
cambios en el eje hipotalamo-hipofisiario-gonadal no solo involucra a la

melatonina, si no también a otros neurotransmisores como los opioides y las
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catecolaminas, ademas de aminoacidos excitatorios como la serotonina vy
hormonas tiroideas como la T3 y T4 (Peltier et al., 1998; Nagy et al., 2000).

Las concentraciones de dopamina en el fluido cerebro espinal del equino se
incrementan durante la época anovulatoria, y se ha comprobado que la
administracién de antagonistas de dopamina promueve la actividad folicular
durante el periodo de transiciébn primaveral, pero no tienen efecto durante el
anestro profundo. King et al 2005 demostraron la presencia de receptores tipo | y Il
para dopamina en los ovarios equinos, sugiriendo que una alteracion
farmacoldgica en los niveles de dopamina puede afectar directamente la actividad
folicular. Otro mecanismo por el cual los cambios en la dopamina pueden afectar
la actividad folicular es a través de la prolactina, que es una hormona pituitaria
regulada en forma negativa por la dopamina, la cual llega desde el nucleo arcuato
a través del sistema porta hipotalamo hipofisiario (King et al., 2005).

Aunque en la pars tuberalis de la adenohipdfisis de varias especies existen
receptores para melatonina, al parecer estos receptores no juegan un papel en el
control de la reproduccidn, sino en la regulacién fotoperiddica de la secrecién de
prolactina, importante para regular los ciclos de crecimiento y muda de pelo. Las
concentraciones de prolactina se incrementan naturalmente durante la primavera,
presumiblemente por la caida de los niveles de dopamina asociado al incremento
en las horas-luz. Este incremento estacional en las concentraciones de prolactina
esta relacionado con el cambio de pelaje en los animales (Malpaux et al., 1995).
Por otra parte, en ovejas se han localizado receptores para melatonina en células
dopaminérgicas del hipotalamo mediobasal, y se ha sugerido que la activacion de
dichas neuronas si resulta en una sefial inhibitoria para las neuronas productoras
de GnRH (Malpaux et al., 1995).

Durante la época anovulatoria el hipotdlamo se vuelve muy sensible a la
retroalimentacién negativa de los estrogenos sobre la secrecion de
gonadotropinas. De ésta forma, en cuanto un foliculo comienza a desarrollarse y a
producir estrégenos, la presencia de los mismos en la circulacién provoca que se
deje de producir LH, por lo que el foliculo deja de tener un soporte gonadotropico

y sufre atresia. Sharp (1988), demostré que durante la época anovulatoria la
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hormona luteinizante se deja de producir debido a la supresién de la trascripcion
del gen de la subunidad B de la LH. Como resultado, las concentraciones de LH
disminuyen notoriamente en la yegua durante ésta época, a diferencia de las
concentraciones de FSH que se continian secretando en cantidades similares a
las encontradas durante la época de primavera-verano. De esta manera la
melatonina debe afectar la secrecion de GnRH de tal forma que se establezca un
patron que no estimule la trascripcién del gen de la subunidad B de LH pero si
permita la sintesis del mRNA para la subunidad o de las gonadotropinas y para la
subunidad B de la FSH (Sharp, 1988; Sharp et al., 1991; Sherman et al., 1992).

4.1.2 Epoca ovulatoria

Este término se usa para denominar la época del afo en la cual las yeguas son
capaces de reproducirse debido a que mantienen actividad ovarica ciclica.
Especificamente la época ovulatoria se define como el intervalo desde la primera
hasta la ultima ovulacion de la temporada, el resto del afo corresponde a la época
anovulatoria. En la yegua la FSH provoca la aparicion de oleadas periddicas de
desarrollo folicular en cualquier época del afo, e inclusive durante la gestacion.
Sin embargo, los foliculos solamente llegan a ovular cuando su grado de
desarrollo les permite producir una cantidad de estrogenos lo suficientemente
elevada para provocar la generacion de una elevacion preovulatoria de LH, lo que
no ocurre durante la época anovulatoria. Al llegar la época ovulatoria; la reduccion
en la sensibilidad del hipotalamo a la retroalimentacién negativa de los estrégenos
permite que un foliculo se desarrolle lo necesario para producir una cantidad de
estrégenos suficientemente elevada para provocar la elevacién preovulatoria de
LH, la cual a su vez provoca la ovulacién. Una vez que el animal ha ovulado y
formado un cuerpo luteo se establece un patron de ciclicidad ovarica ritmica (ciclo
estral) que se mantendra durante toda la época ovulatoria a menos que exista
alguna patologia o se presente una gestacion. La secrecién de FSH y LH esta
asociada con el desarrollo y maduracion de los foliculos ovéricos. En la yegua la
FSH tiene una secrecidn bifasica o monofésica durante el ciclo estral, y esta es la

responsable del desarrollo de las oleadas foliculares en los ovarios (Sharp, 1988).

18



Durante la estacién reproductiva de las yeguas existen generalmente dos picos de
FSH en cada ciclo estral, separados entre si por un intervalo de 10 a 11 dias. A
esta dindmica se le conoce como liberacién bifasica de FSH. Una de estas
oleadas coincide con la destruccion del cuerpo luteo y la caida en las
concentraciones de progesterona, lo que permite el inicio del estro y la generacién
del pico preovulatorio de LH. Al iniciarse el estro pueden estar presentes 3 o 4
foliculos de mas de 30 Mm. de diametro, uno de los cuales continuara su
desarrollo hasta ovular, mientras que los restantes sufriran atresia (Miller et al.,
1981). La otra oleada de FSH y desarrollo folicular coincide con la etapa de
funcién lutea plena del diestro, por lo que las elevadas concentraciones de
progesterona impiden tanto la expresion de signos de estro como la generacion de
una elevacion preovulatoria de LH, lo que generalmente resulta en la atresia de

todos los foliculos sin llegarse a producir la ovulacién (Miller et al., 1981).

4.1.3 Epoca anovulatoria

La fase de recesion o época de transicion otonal se define como la entrada
gradual a la condicién de inactividad de los ovarios, que ocurre después de la
ultima ovulacion del ano. EI momento del afio en que esto ocurre varia mucho
entre individuos, ya que puede ocurrir desde septiembre o hasta principios de
diciembre. Esta fase se caracteriza por una falla en la ovulaciéon de los foliculos
preovulatorios en el tiempo esperado después de la regresién del ultimo cuerpo
luteo. Durante esta etapa el desarrollo folicular se mantiene, sin embargo ningun
foliculo llega a ovular. Se ha demostrado que las concentraciones de FSH son
normales, mientras que la LH esta ausente, por lo que es imposible la maduracion
de un foliculo dominante, y mucho menos de la ovulacién. Los eventos que
suceden durante este periodo han sido poco estudiados debido en parte a la
dificultad que supone predecir cuando se presentara la ultima ovulacién del afo,
fendbmeno sumamente variable. No obstante existen suficientes evidencias de que
la falla en la secrecion de LH es el factor que desencadena la inactividad ovarica
en la mayoria de las yeguas (Sherman et al., 1992).
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En el otofo, al acortarse el fotoperiodo y hacerse mas sensible el hipotalamo a la
retroalimentacién negativa de los estrogenos se suprime el desarrollo de foliculos
preovulatorios. Aunque contindan existiendo oleadas de secrecion de FSH que
estimulan el desarrollo de oleadas foliculares, los foliculos que comienzan a crecer
y a producir estrégenos dan la senal para que se deje de secretar la LH, que es la
hormona responsable del desarrollo folicular final previo a la ovulacién, por lo que
los foliculos de cada oleada terminan sufriendo atresia. Es importante tomar en
cuenta que los ovarios poseen su propio mecanismo local que juega un papel
importante en la regulacion y desarrollo folicular durante la época anovulatoria
(Watson y Al-Zi'abi, 2002; Watson et al., 2004). Por otra parte, las bajas
concentraciones de LH presentes durante la época anovulatoria provocan que
disminuya la vascularizacién de los foliculos, lo que afecta su capacidad de
crecimiento y de ovulacion. Se ha demostrado que el IGF-1 estimula los factores
de crecimiento endotelio-vascular (EVFG) en los foliculos equinos (Watson y Al-
Zi’abi, 2002).

4.1.4 Epoca de Transicion

Conforme se incrementa la longitud del dia al acercarse la primavera se induce
una gradual reactivacién del eje hipotalamo-hipofisiario, lo cual permite el reinicio
del crecimiento folicular y la eventual ovulacion. El término época de transicion se
usa frecuentemente para referirse a los cambios entre el periodo anovulatorio y el
ovulatorio que ocurren durante la primavera (fase de resurgencia). La fase de
resurgencia, o época de transicion invernal es definida como el regreso gradual a
la época ovulatoria, en la cual se inicia el comportamiento de estro, aumenta la
secrecibn de LH, y comienza a haber desarrollo folicular hasta estadios
avanzados, lo que se acompafa por la secrecién de esteroides ovaricos, que
continda hasta que eventualmente un foliculo llegue a ovular (Donadeu y Watson,
2007; Watson, 2007; Watson et al., 2004; Ginther y Gastal, 2005; Seamans y
Sharp, 1982).

Esta época de transicién invernal tiene una longitud variable que va de 30 hasta
90 dias, con un crecimiento folicular variable, siendo diferente en la transicién

temprana que en la tardia. Diversos estudios indican que durante la época
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anovulatoria ocurren ondas foliculares. Hay dos diferentes patrones de
crecimiento, que se caracterizan basicamente por la ausencia (anestro profundo) o
presencia (periodos de transicion otonal y primaveral) de un foliculo dominante en
la onda folicular. De hecho el crecimiento del foliculo dominante durante la
transicion de invierno y otofio varia considerablemente entre las yeguas. Durante
la época de transicion invernal la mayoria de las yeguas desarrollan cada 10 dias
foliculos anovulatorios de mas de 30 Mm. de diametro, los cuales terminan
sufriendo atresia para dar paso a una nueva oleada folicular, ocurriendo en
promedio de 3 a 4 oleadas antes de dar paso a la primera ovulacion del afo
(Watson y Al-Zi'abi, 2002, Ginthery Gastal 2005, Donadeuy Ginther 2002).

El cese de la actividad ovulatoria al inicio de la época anovulatoria asi como el
reinicio de la actividad ovulatoria estan fuertemente asociadas con el cese e
reinicio respectivamente de los patrones de secrecion ciclica de LH, cuya
supresion durante la época anovulatoria impide que los foliculos lleguen a ovular.
Las bajas concentraciones circulantes de LH son responsables en parte de la
reduccion del diametro folicular durante la época anovulatoria (Donadeu y Watson
2007, Ginther y Gastal 2005, Donadeu y Ginther 2002).

El incremento en la pulsatilidad y en las concentraciones circulantes de LH durante
la transicion invernal actia como desencadenador del desarrollo de un foliculo
dominante después del anestro profundo. Durante esta época algunas yeguas
presentan foliculos grandes anovulatorios con altos niveles de secrecion de LH
hipofisiaria, que sin embargo aun no son suficiente para desencadenar la
ovulacion. La presencia de la LH es indispensable para el crecimiento y desarrollo
de foliculos dominantes, asi como para que adquieran la capacidad ovulatoria al
final de la transicidon invernal a la primavera. El foliculo dominante tiene menor
respuesta a la LH durante esta transicion que durante la época ovulatoria, lo que
se debe a los bajos niveles de receptores de LH en las células de la teca y la
granulosa, que a su vez se deben a los bajos niveles de LH circulante, ya que esta
hormona estimula la sintesis de sus propios receptores. Por esta razén durante la
época transicional existe crecimiento y desarrollo de foliculos, pero no lo suficiente

para lograr una ovulacion. Los foliculos presentes durante la época de transicion
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tienen ademas una capacidad disminuida para sintetizar andrégenos, estrégenos y
progesterona debido a deficiencias enzimaticas en los principales pasos de la
esteroidogénesis (Donadeu y Watson, 2007; Donadeu, y Ginther, 2002; Silvia et
al., 1987).

4.1.5 Estacionalidad de la foliculogénesis y la funcion Ilutea durante la
gestacion

En la yegua gestante la FSH hipofisiaria es la hormona responsable de estimular
el crecimiento folicular para el desarrollo de los cuerpos luteos secundarios.
Existen foliculos maduros entre el dia 19 y 23 de la gestacion, los cuales
generalmente no llegan a ovular debido a que la presencia de progesterona inhibe
la elevacion preovulatoria de LH. Posteriormente siguen presentandose oleadas
foliculares a intervalos de 10 a 12 dias debido a que la FSH hipofisiaria es liberada
en forma ritmica durante este periodo sin importar si la yegua estd vacia o
gestante. Este patron de liberacion de FSH es controlado principalmente por la
inhibina secretada por los foliculos y no por la retroalimentacién negativa de la
progesterona u hormonas esteroides. El patron de secrecién de FSH continta
durante una gestacion temprana que transcurra durante los meses de primavera y
verano, los cuales corresponden con una plena época reproductiva. En estas
condiciones la FSH estimula el crecimiento de los foliculos, mientras que la eCG
producida a partir del dia 35 de la gestacion induce el desarrollo final del foliculo
maduro para que ocurra la ovulacién. Se ha propuesto que el fotoperiodo puede
modificar la secrecion de FSH y con ello el desarrollo folicular durante la
gestacion, ya que las yeguas que conciben al final de la época ovulatoria y pasan
los primeros meses de la gestacion durante la época anovulatoria generalmente
desarrollan un menor numero de cuerpos luteos secundarios que las que estan
gestantes en plena época reproductiva, a pesar de que la secrecién de eCG se

mantiene igual que en plena época ovulatoria (Allen, 1984; Urwin y Allen, 1982).

La gestacién equina temprana (20-60 dias) se caracteriza por tener bajas
concentraciones de LH debido a la retroalimentacion negativa ejercida por la
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progesterona, la cual sin embargo no inhibe la secrecion de FSH. Esto resulta en
el desarrollo continuo de foliculos dominantes que no llegan a ovular. Sin embargo
a los 45-50 dias de la gestacion puede ocurrir una ovulacién debido a la
estimulaciéon de la eCG, que comienza a secretarse por las copas endometriales.
Normalmente la mayoria de las yeguas quedan gestantes al inicio de la estacion
reproductiva, por lo que los primeros 120 dias de su gestacién transcurren
durante la plena época reproductiva, cuando la secrecidén de LH hipofisiaria puede
ser suficiente para mantener la funcion lutea sin necesidad de recurrir a la eCG.
En cambio, si por cualquier razdén la yegua queda gestante hacia el final de la
época reproductiva, la primera parte de la gestacion transcurrira durante la época
de inactividad ovérica, cuando las concentraciones de LH se encuentren
fuertemente inhibidas. Es posible que sea precisamente en éstos casos cuando la
eCG cumpla su papel, ya que su produccion y secrecidn no estan sujetas a un
control estacional. Asi la eCG podria haber evolucionado con el objeto de sustituir
a la LH hipofisiaria cuando la concepcion se produce hacia el final de la época
reproductiva (Allen, 1984). De ser esto cierto, una deficiente produccion de eCG
podria causar mas problemas en gestaciones que se inician al final de la época
ovulatoria, que aquellas cuya primera mitad transcurre en plena época ovulatoria.
La yegua gestante con embrién mula es un modelo natural para estudiar los
efectos de una deficiente secrecion de eCG. Por ésta razon, en el segundo
experimento de éste trabajo se comparé la incidencia de la pérdida de la gestacion
en yeguas servidas con burro y yeguas servidas con caballo durante el inicio de la
época ovulatoria y al final de dicha época. Ademas en ambas épocas se realizé un
seguimiento ultrasonografico de la gestacién y se realizaron mediciones seriadas
de progesterona, sulfato de estrona y eCG con el objeto de obtener informacidn

sobre las posibles causas de pérdida de gestacion en cada época del ano.
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4.2 PERDIDA DE LA GESTACION

4.2.1 Muerte embrionaria temprana

La muerte embrionaria en la yegua se define generalmente como la muerte del
producto antes del dia 40 de la gestacion. Después de esta edad gestacional el
producto se denomina feto, por lo que una pérdida de la gestacién se denominaria
muerte fetal o aborto. Se han descrito muchas causas de muerte embrionaria en
yeguas, incluyendo anormalidades cromosémicas letales en el producto,
endometritis cronica, quistes endometriales, insuficiencia lutea y estrés nutricional
(Ball et al., 1987).

Tanto el diagnostico de pérdida embrionaria temprana como el estudio de los
factores predisponentes han mejorado enormemente mediante el uso de la
ultrasonografia para el diagnéstico de gestacion. La ultrasonografia transrectal se
utiliza rutinariamente en la reproducciéon equina para el diagnéstico de gestacion
desde los 12 o 14 dias post-ovulacion, mientras que en trabajos de investigaciéon
se pueden realizar desde el dia 9 o 10 post-ovulacién (figura 1). Antes de estas
fechas la vesicula embrionaria es demasiado pequena para ser localizada
mediante ultrasonografia, por lo que se han utilizado otras técnicas para estudiar
las pérdidas embrionarias muy tempranas. Especificamente, antes del dia 11 de la
gestacion se han utilizado técnicas de reproduccién asistida como la transferencia
de embriones, transferencia de ovocitos y el cultivo de embriones in Vitro, para

estudiar el desarrollo embrionario y las pérdidas embrionarias (Ball et al., 1987).

Figura 4.1 Vesiculas embrionarias de 12 (izquierda) y 21 dias (derecha) respectivamente.
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La primera imagen se obtiene realizando un diagnostico de gestacion
temprano, mientras que la segunda imagen es un diagnéstico rutinario.

Este tipo de estudios han permitido reconocer que la pérdida embrionaria es la
mayor causa de infertilidad aparente y reduccion en la eficiencia reproductiva en
las yeguas. Los porcentajes de fertilizacion normales en yeguas fértiles son
superiores al 90%. Aun en yeguas subfértiles los porcentajes de fertilizacién varian
entre el 80 y el 90 %. Sin embargo, entre la fertilizacién y el momento del
diagnostico temprano de gestacion en el dia 10 post-ovulacion puede haber entre
10 y 15 % de mortalidad embrionaria, mientras que entre el dia 11 y 50 de la
gestacion se ha encontrado aproximadamente un 10% de mortalidad embrionaria.
La incidencia acumulada de mortalidad embrionaria desde la fertilizacion hasta dia
40 en yeguas fértiles es de alrededor del 20%, y hasta el 70% en yeguas
subfertiles (Carnevale y Ginther, 1995). En un estudio llevado a cabo en 356
yeguas diagnosticadas como gestantes con ultrasonografia la incidencia de
muerte embrionaria temprana (MET) hasta los 50 dias postovulacién fue del
17.3%. La mayoria (77%) de las MET ocurrieron antes del dia 35 postovulacion,
concentrandose entre los 15 y 20 dias, que corresponden al periodo de
reconocimiento materno de la gestacién, o entre los 30 y los 35 dias, que
coinciden con el inicio de la secrecion de eCG (Ball, 1993; Vanderwall y
Newcombe, 2007).

Figura 4.2 Imagenes ultrasonograficas de vesiculas embrionarias de 25 y 30 dias de gestacién
donde se observa mortalidad embrionaria. En la primera imagen se observa una vesicula contraida
asi como pérdida de volumen. En la segunda imagen se observa un anillo ecogénico dentro de
ella.
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La falla temprana en la gestacién puede estar relacionada con una reducida
produccion de progesterona a través de varios mecanismos: 1) Insuficiencia lutea
primaria, 2) Falta de apoyo gonadotropico al cuerpo luteo, 4) Falla en el
reconocimiento materno de la gestacion, 3) Lutedlisis debida a inflamacién uterina
(endometritis) acompanada por liberacién de prostaglandina F2a, 4) Lutedlisis
debida a liberacion de prostaglandina F2a como resultado de una endotoxemia y
5) Inhibicion de la funcién ovérica asociada a estrés. Otras causas de muerte
embrionaria no relacionadas con deficiencias en la produccion de progesterona
incluyen el consumo de plantas estrogénicas y las gestaciones gemelares (Ball,
1993; Bergfelt et al., 1992).

La insuficiencia lutea ha sido propuesta como una causa de falla temprana de la
gestacion. Sin embargo, no hay evidencias que demuestren que pueda ocurrir una
insuficiencia lutea primaria durante los primeros 20 dias de la gestacion. Lo que si
puede ocurrir es una lutedlisis prematura inducida por la inflamacion del Utero
acompanada por liberacidén de prostaglandinas F2a, lo que ocasiona que el diestro
se acorte. Esta lutedlisis asociada a endometritis es una de las causas mas
comunes de pérdida de la gestacion antes del dia 20 (Ball, 1993). Entre el dia 14
y 18 de la gestacion la causa mas comun de mortalidad embrionaria es la falla en
el reconocimiento materno de la gestacion, lo que puede deberse a “asincronia
materno-embrionaria” (desarrollo lento del embridén, secrecidbn prematura de
PGF2a uterina debido a endometritis), asi como a alteraciones en la movilidad
embrionaria (adherencias, quistes endometriales, etc.) (Ball, 1993).

A diferencia de lo que ocurre en yeguas fértiles, la mayor proporcion de muerte
embrionaria temprana (MET) en yeguas subfértiles ocurre cuando el embrion aun
se encuentra en el oviducto. Se estima que entre el 5 y el 30 % de los évulos
fertilizados resultan en embriones que mueren en el oviducto (Ball et al., 1987;
Carnevale y Ginther 1995). La ultrasonografia no puede detectar la vesicula
embrionaria equina antes del dia 10 post-concepcion. Sin embargo, varios trabajos
basados en la recuperacion y transferencia de embriones demostraron una

elevada incidencia de pérdida embrionaria muy temprana en yeguas subfértiles,
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que explica la marcada disminucion en la recuperacion de blastocistos a partir del
Utero de yeguas viejas. Ademas, los blastocistos de yeguas viejas tienen defectos
morfolégicos y sobreviven menos al ser transferidos a yeguas receptoras sanas
(Ball et al., 1987; Carnevale y Ginther, 1995; Vanderwall y Newcombe, 2007).
Clinicamente, las anormalidades del endometrio han sido consideradas como un
factor importante en la disminucion de la fertilidad de las yeguas viejas. Algunos
autores describieron cambios degenerativos en el endometrio equino asociados
con la edad de la yegua y la disminucion de la fertilidad al avanzar la edad. Los
cambios incluyen endometriosis y endometritis, asi como cambios vasculares. Ball
et al (1987), investigaron el impacto del ambiente uterino sobre la sobrevivencia
embrionaria en yeguas jovenes y viejas mediante la evaluacién de los cambios
histopalégicos endometriales. Como se esperaba, las yeguas viejas tuvieron
mayor incidencia de cambios inflamatorios y degenerativos en el endometrio. Sin
embargo al transferir blastocistos morfolégicamente normales de 7 dias al utero de
yeguas receptoras jovenes o yeguas viejas, los porcentajes de sobrevivencia
embrionaria hasta el dia 12 no variaron significativamente, siendo de 55% en
yeguas jovenes y 45% en yeguas viejas. Este estudio sugiere que los defectos
uterinos no juegan un papel importante en la alta incidencia de muerte embrionaria
temprana detectada previamente en las yeguas viejas, en las que la mortalidad
podria estar mas bien asociada a defectos en los ovocitos. También es posible
que el impacto de las anormalidades uterinas sea mas importante en periodos
mas tardios de la gestacién de yeguas viejas (Ball, 2000).

Carnevale y Ginther (1995) comunicaron los resultados de estudios sobre
transferencia intratubarica de gametos, en los que los ovocitos obtenidos de
yeguas joévenes y viejas eran transferidos al oviducto de yeguas receptoras
jovenes. Los ovocitos de yeguas viejas dieron como resultado menor nimero de
gestaciones que los obtenidos de yeguas jovenes, lo que constituye la evidencia
mas convincente hasta el momento de que existe una disminucién en la calidad
del ovocito_ relacionada con la edad de la yegua, lo que debe considerarse como
un factor importante en la disminucion de la fertilidad de las yeguas. Se ha

propuesto que la ovulacién retardada y el envejecimiento del ovocito se combinan
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para resultar en la produccion de ovocitos poco viables en las hembras viejas, las
que aparentemente experimentan una senectud reproductiva caracterizada por
alargamiento de la fase folicular, ovulaciones irregulares y eventualmente
inactividad ovulatoria (Carnevale y Ginther, 1995).
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4.2.2 Muerte embrionaria tardia y muerte fetal

Después del reconocimiento de gestacién, y con fines del presente trabajo, las
causas de mortalidad se pueden dividir en dos grupos:

1.- Factores que lesionan directamente al producto, por lo que su muerte antecede
a la destruccién del cuerpo Iluteo (mortalidad primaria) (Ball, 1993) y 2.- Factores
que provocan una deficiente funcion lutea o regresién prematura del cuerpo llteo,
por lo que la falta de soporte progestacional resulta posteriormente en mortalidad

embrionaria (mortalidad secundaria) (Allen, 2001a).

4.3 GONADOTROPINA CORIONICA EQUINA (eCG)

Los primeros investigadores en descubrir la existencia de la gonadotropina
coriénica equina fueron Harold Cole y George Hart de la Universidad de
California en Davis, los cuales le dieron originalmente el nombre de PMSG
(gonadotropina sérica de yegua gestante) y demostraron que se produce en las
copas endometriales de la yegua gestante (Roser,1999). Posteriormente, William
(Twink) Allen y sus colaboradores descubrieron que las copas endometriales se
originan a partir de células coridénicas que invaden el endometrio y proliferan hasta
formar las copas endometriales. Por ésta razén Harold Papkoff y sus
colaboradores propusieron cambiar el nombre de la hormona a gonadotropina
corionica equina (eCG), en reconocimiento al hecho de que es producida por
células del corion (Roser, 1999; Stewart et al., 1995).

4.3.1 Formacion y Destruccion de las Copas Endometriales

Alrededor del dia 25 de la gestacién equina aparece en la superficie del trofoblasto
una banda delgada de tejido blanquecino que lo rodea a la altura del sitio de
contacto entre el saco vitelino en regresion y el alantoides en crecimiento. Esta
banda ecuatorial, llamada cinturdn coridnico, esta formada por células binucleadas
hiperplasicas, que entre el dia 36 y 38 crecen, se multiplican y adquieren
movimiento ameboideo. Dichas células se desprenden del corion e invaden el
endometrio materno, para lo cual secretan proteinasas de tipo “metalo-proteinas”

que las ayudan a atacar la matriz extracelular para insertarse en el endometrio
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(Roser,1999; Vagnoni et al.,, 1995). El caracter agresivo de las células
binucleadas les permite migrar hacia el interior de las glandulas endometriales,
donde comienzan a secretar eCG y proliferan hasta formar estructuras
macroscépicas denominadas copas endometriales. A partir del dia 55 de la
gestacion la porcién apical de las glandulas endometriales, en cuyo interior se han
formado las copas endometriales, es obliterada, mientras que las regiones basales
permanecen intactas, aumentan de tamafo y se distienden progresivamente
debido tanto a la proliferacion de células como a la acumulacion de sus
secreciones. Dentro de cada glandula se acumulan grandes cantidades de
carbohidratos que se depositan en la superficie de la copa endometrial hacia el
dia 70 de la gestacion (Roser, 1999; Stewart et al., 1995).

Durante la etapa de maximo crecimiento y secrecién hormonal (dia 55 al 70) las
copas toman una forma circular, siendo visibles en forma de placas palidas en la
superficie del endometrio, a la altura de la base del cuerno gestante (Roser,
1999; Stewart et al., 1995; Allen, 1982).

El tamano y forma de las copas endometriales varia desde pequenos circulos de 1
a 2 Mm. de diametro hasta grandes cintas de 3 a 5 cm. de ancho. La forma y
grado de desarrollo que alcancen las copas depende en parte de las
caracteristicas genéticas de los padres del embrién, y en parte de la configuracién
del endometrio al cual invadiran. Al tratarse de células embrionarias con una
composicién genética distinta a la de la madre, la invasiéon de células del cinturén
coriénico provoca desde el principio una reaccion de tipo inflamatorio en la madre.
Al inicio de la invasion, entre el dia 36 y 38, se acumula un numero significativo de
linfocitos en el estroma subepitelial del endometrio. Estos linfocitos desaparecen
temporalmente del tejido mientras las células del cinturén forman las copas
endometriales. Hacia el dia 50 de la gestacion los linfocitos reaparecen e
incrementan su numero. Entre el dia 60 y 80 de la gestacion las copas
endometriales estan en plena funcionalidad a pesar de la presencia de inmunidad
celular, compuesta en su mayoria por linfocitos T y algunos macréfagos. Conforme
avanza la gestacion comienzan a reunirse mas células del sistema inmune,

incrementandose el numero de linfocitos B, células plasmaticas y eosindfilos en el
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estroma endometrial y en la periferia de la copa. Durante esta etapa de la
gestacion las copas endometriales permanecen fuertemente unidas al endometrio,
secretando grandes cantidades de eCG a la circulacion periférica (Allen et al.,
1993).

Las células invasoras expresan el Antigeno Mayor de Histocompatibilidad clase |
(MHC-1) de origen paterno, que es capaz de estimular una gran respuesta humoral
y celular por parte del sistema inmune de la madre. La magnitud de la respuesta
inmune depende en gran parte de la compatibilidad o incompatibilidad entre el tipo
de MHC-I propio de la madre y el que el embrién ha heredado de su padre. Asi,
durante la gestacion temprana los anticuerpos citotéxicos contra los antigenos del
MHC-I paterno aparecen rapidamente después del desarrollo del cinturon
coriénico en caso de que las yeguas estén gestantes con fetos con antigenos
incompatibles. Estos anticuerpos generalmente son detectables a partir del dia 60
de la gestacion en yeguas primiparas, o aproximadamente 20 dias después de
que las células del cinturén coriénico invaden el endometrio. Para el dia 70 a 80
de la gestacion las células de las copas comienzan a degenerarse debido a que
los leucocitos comienzan a invadirlas y destruirlas. Tanto los cambios
degenerativos progresivos como la acumulaciéon de células necréticas en la
superficie de la copa comienzan a distender la glandula endometrial. En una
gestacion normal de caballo con yegua la reaccién inmune que se desencadena
desintegra totalmente las copas endometriales hacia los dias 140 a 160 de la
gestacion, sin afectar a la placenta ni al producto (Stewart et al., 1995; Allen, 1993;
Allen et al., 1973).

Sorprendentemente la respuesta humoral y celular que la madre dirige en contra
de los antigenos de histocompatibilidad del embrién equino no compromete la
gestacion (Roser, 1999; Allen, 1982; Allen et al., 1993). Esto al parecer se debe a
que la reaccién inmune solamente ocurre a nivel de las copas endometriales, a
pesar de que tanto la placenta como el embrién también tienen antigenos paternos
de tipo MHC-I extrafos a la yegua. EI mecanismo por el cual la unidad feto-
placentaria evade el ataque del sistema inmune de la madre tiene que ver con la

naturaleza inmune del trofoblasto, que es el tejido que forma la primera barrera
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entre la madre y el feto. El Utero gestante ha sido descrito como un sitio
inmunoldgicamente privilegiado, en el cual el feto antigénicamente extrafio es
protegido de la respuesta inmune materna (Allen, 1982; Kydd et al., 1982). En la
mayoria de las especies, incluyendo la yegua, el trofoblasto no expresa sus
antigenos MHC-I y MHC-II, y la ausencia de éstas moléculas dificulta el ataque por
parte del sistema inmune materno, a pesar de que el suero de la yegua tiene altas
concentraciones de linfocitos especificos contra los MHC-I del padre del embridn
que se estad desarrollando en ella. En contraste, las células de las copas
endometriales si expresan los antigenos de histocompatibilidad, ademas de que
se encuentran muy expuestas al ataque por el sistema inmune materno debido a
que estan incrustadas dentro del endometrio (Stewart et al., 1995; Allen, 1982;
Allen et al., 1993).

En las yeguas que llevan fetos con antigenos MHC-I compatibles con los propios
no se detectan titulos de anticuerpos citotéxicos en muestras de suero colectadas
durante la gestacion (Adams et al., 2007).

Entre los dias 100 y 140 de la gestacion, tanto el material necrético de las copas
como sus secreciones se depositan en la superficie de la copa, adhiriéndose a la
capa mas externa del corioalantoides. Esto provoca que en algunas areas del
cuerno gestante se formen sacos de material necrético, formando las llamadas
“bolsas coridnicas” (Roser, 1999; Murphy y Martinuk, 1991).

Como resultado de todo lo anterior, en una gestacion normal resultado de la cruza
de un caballo con una yegua, las copas endometriales producen eCG y estimulan
la funcion latea a partir del dia 35-40 de la gestacion, produciendo altas
concentraciones de eCG (20-300 Ul/ml) hasta los dias 120-150 de la gestacién,
cuando las copas son rechazadas inmunologicamente por la madre. En algunas
yeguas la secrecion de eCG se llega a prolongar mas alla del dia 150 de la
gestacion. (Stewart et al., 1995).

En cambio, en las gestaciones hibridas entre diferentes especies de équidos se
producen alteraciones que resultan en importantes diferencias en la formacion,
mantenimiento y destruccién de las copas endometriales. La diferencia entre la

cantidad de eCG y progesterona secretadas en las gestaciones hibridas depende
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del tipo de copas endometriales que se formen (Allen et al., 1973). Asi, cuando
una yegua es cruzada con burro con el objeto de producir una mula, las copas
endometriales derivadas de las células coridnicas del embribn mula son
rechazadas muy rapidamente, entre la séptima y decimoprimera semana de la
gestacion, por lo que las concentraciones de eCG se reducen en forma muy
prematura o en ocasiones ni siquiera llegan a elevarse (Allen et al., 1993b). Esto al
parecer es debido a una respuesta muy eficiente del sistema inmune de la yegua
en contra de los antigenos de histocompatibilidad de burro presentes en el
embrién hibrido, ya que en yeguas que lleven gestaciones hibridas (embrién mula)
la acumulacion de linfocitos alrededor de las copas endometriales es mucho
mayor comparado con lo encontrado en gestaciones intraespecies (Allen, 1982).

Al parecer los efectos del sistema inmune de la madre sobre el desarrollo de las
copas endometriales en gestaciones con embribn mula comienzan desde muy
temprano, ya que el desarrollo de cada una de las copas endometriales es escaso,
por lo que la cantidad total de tejido del conjunto de todas las copas endometriales
es apreciablemente menor que el de las yeguas que llevan un embrién equino.
Esto tiene como resultado que en las gestaciones mulares el cinturdn coriénico
sea mas estrecho que en las gestaciones equinas (Roser, 1999; Allen, 1982).

A pesar de este pobre desarrollo de las copas endometriales, y por lo tanto de la
reducida cantidad de tejido potencialmente antigénico en yeguas con gestaciones
mulares, la reaccion linfocitaria por parte de la madre es mas agresiva que la que
se desarrolla en yeguas con embriones equinos, por lo que para el dia 50 de la
gestacion hay ya un gran numero de linfocitos alrededor de cada copa
endometrial, los que invaden y atacan el tejido de origen fetal de las copas
endometriales. Como resultado, en las gestaciones mulares a méas tardar entre el
dia 60 y 70 de la gestacién se destruyen prematuramente las copas endometriales
y desaparece la eCG de la circulacion materna (Roser, 1999; Allen, 1982).

La destruccién prematura de las copas endometriales en las gestaciones mulares
no necesariamente afecta a la gestacion, ya que Boeta y Zarco (2005) encontraron
que un numero elevado de las yeguas servidas con burro llevaron su gestacion a

término en forma normal a pesar de que sus concentraciones de eCG siempre se
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mantuvieron muy reducidas, o incluso llegaron a permanecer basales a lo largo de
toda la gestaciéon (Boeta y Zarco, 2005).

En contraste con lo descrito en los parrafos anteriores, en burras que son
montadas por caballos, resultando en embriones burdéganos, las concentraciones
de eCG llegan a ser 5 a 8 veces mas elevadas que las encontradas en
gestaciones de yegua con caballos (Allen et al., 1993b). En las gestaciones de
embrion burdégano, el cinturdn coriénico que se desarrolla en la burra es mas
ancho y voluminoso que el formado durante una gestacién normal de embrién
burro, por lo que se desarrollan copas endometriales mas activas y grandes, que
producen concentraciones séricas muy elevadas de eCG. Como en el caso de las
gestaciones mulares, la reaccién linfocitaria dirigida en contra de las copas
endometriales es considerablemente mas agresiva en gestaciones de fetos
burdéganos. Sin embargo, hay una marcada diferencia con respecto a la
gestacion de embrién mula, ya que los linfocitos acumulados tienen una menor
capacidad de penetracion y destruccion en contra de las copas endometriales de
gestaciones de burdéganos. En este caso los linfocitos permanecen agrupados en
el estroma periférico del endometrio, sin invadir las copas endometriales por
mucho mas tiempo que en otro tipo de gestaciones, lo que permite que se
prolongue la secrecion de eCG y se alargue la vida del cuerpo luteo y (Roser,
1999; Allen, 1982). Finalmente, en mulas a las que se les transfirieron embriones
equinos sus niveles de eCG se mantuvieron en rangos similares (Davies et al.,
1985) o menores (Camillo et al., 2003) a los que se presentan en yeguas servidas
con caballo.

4.3.2 Clasificacion y Estructura Bioquimica de la eCG

La gonadotropina coridnica equina pertenece a la familia de las hormonas
glicoproteicas, que incluye a la Hormona Luteinizante (LH), la Hormona Foliculo
Estimulante (FSH), la Hormona Estimulante de la Tiroides (TSH) y la
Gonadotropina Coriénica Humana (hCG). La LH, FSH y TSH son producidas en la
adenohipdfisis, mientras que la eCG y la hCG, como su nombre lo indica, son
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producidas en células de origen corionico de la placenta (Roser, 1999; Murphy y
Martinuk, 1991; Allen, 2001Db).

Las hormonas glicoproteicas estan constituidas por una subunidad a y una
subunidad B. La subunidad-a. es comun para todas las hormonas glicoproteicas de
una determinada especie, por lo que se asume que estad codificada por un solo
gen; mientras que la subunidad B es especifica de cada hormona y es la que le
confiere especificidad biolégica a cada una de ellas. Las subunidades B de las
hormonas glicoproteicas estan codificadas por genes distintos para cada hormona,
los cuales han evolucionado a partir de un gen ancestral comun, por lo que tienen
una cierta homologia de secuencia (Roser, 1999; Murphy y Martinuk, 1991; Allen,
2001b).

La eCG es una molécula de alto peso molecular y es la mas glicosilada de todas
las hormonas glicoproteicas pituitarias o placentarias, ya que el 45% de su masa
esta constituida por carbohidratos. Aproximadamente el 20% de la subunidad a y
mas del 50% de la subunidad  son carbohidratos (Allen, 2001c).

La subunidad o de la eCG consiste de 96 aminodcidos, con dos sitios de
glicosilacion en los grupos amino (unién tipo N-) de los residuos de asparginina
localizados en las posiciones 56 y 82 de la molécula, mientras que la subunidad 3
consiste de 149 aminodacidos con un sitio de glicosilacion (N-) en la asparginina
13, y entre 4 y 6 sitios de glicosilacion en los grupos hidroxilo (unién tipo O-) de
diversos residuos de serina. Los oligosacaridos localizados en cada sitio de unién
incluyen moléculas de manosa, galactosa, N-acetil glucosamina y acido sialico,
destacando el alto contenido (14%) de éste Ultimo en los extremos terminales de
los oligosacéridos, lo que propicia que la eCG tenga una vida media muy larga en
la circulacién (Murphy y Martinuk, 1991; Bousfield et al., 1987).

La subunidad o de las hormonas glicoproteicas del equino (incluyendo a la eCG)
tiene entre un 70 % y un 80% de homologia de secuencia con las subunidades o
de gonadotropinas de otras especies de mamiferos. Se caracteriza por tener, en
relacion con otros mamiferos, una transposicion en los aminoécidos tirosina 87 e
histidina 93 (Christakos y Bahl, 1979).
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Las subunidades B de la eCG y la LH equina tienen una secuencia idéntica de
aminoacidos, ya que son codificadas por un mismo gen que es expresado en el
primer caso en la placenta y en el segundo en la adenohipéfisis. Sin embargo, se
trata de diferentes hormonas ya que el patrén de glicosilacidn es distinto para cada
una de ellas, lo que les confiere propiedades diferentes (Murphy y Martinuk,1991;
Bousfield et al., 1987). Por otra parte, las subunidades 3 de la eCG y la LH equina
tienen varias diferencias con respecto a las de la LH de otras especies, por lo que
cuando se administran a especies no equinas tienen efectos parecidos a los de la
FSH. Una de las diferencias importantes con respecto a otras especies es una
secuencia adicional de 30 aminoé&cidos localizados en la terminal carboxilo de la
subunidad B de la eCG y la LH equina. Esta secuencia carboxipeptidica esta
restringida solamente a los équidos y a los primates (Nakav et al., 2005).

Para que la eCG funcione adecuadamente se requieren ambas subunidades. Las
subunidades aisladas (o 0 B), tienen aproximadamente de 4 a 6% de la actividad
de la molécula intacta (Chopineau, et al.,, 1997). Las diferencias entre la
subunidad a de la eCG y la LH con respecto a las de otras especies son
importantes para la actividad biolégica de las hormonas, por lo que la hibridacion
de subunidades provenientes de diferentes especies resultan en pérdida o
modificacion de la actividad bioldgica. Asi, cuando se combina una subunidad a de
otra especie con la subunidad eCG-B o LHP se produce una sustancia
bioldgicamente inactiva. En contraste, la combinacion entre la subunidad o equina
con la subunidad LH-B ovina produjo una hormona casi tan potente como la eCG o
la LH equina. Cuando se combiné la subunidad o equina con la LH- B porcina, la
recombinacion fue equivalente a la LH equina y casi 50 veces mas potente que la
LH porcina (Roser, 1999).

Se ha observado que la subunidad o de la LH equina por si sola se une a
receptores de FSH de otras especies, inhibiéndolos, por lo que la subunidad o
puede ser importante para que la eCG se una a los receptores de FSH de otras
especies, requiriendose ademas la subunidad B para que la unién al receptor

resulte en estimulacion (Roser, 1999). Chopineau et al. (1997) demostraron que
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la subunidad 8 de las gonadotropinas equinas determina su actividad como FSH o
LH. Sin embargo al recombinar a la subunidad 8 de LH o eCG de burro con la
subunidad a porcina no se encontré actividad de FSH, solamente de LH, lo que
sugiere que puede haber diferencias biolégicas importantes entre la subunidad 3
de la eCG de burro y la de caballo. Esto explicaria el porqué la gonadotropina
corionica de burro tiene en otras especies 10 veces menos actividad de FSH que
la eCG. Ademds, la subunidad a puede influir en la especificidad de las

gonadotropinas (Chopineau et al., 1997).

4.3.3 Propiedades Bioldgicas de la eCG

Se ha sugerido que la variacion en la cantidad de eCG circulante en una yegua
gestante puede ser atribuida a la combinacién garanén/yegua responsable de la
gestacion, por lo que es posible seleccionar a yeguas y sementales que
incrementen las concentraciones de eCG (Manning et al., 1987). Las variaciones
genéticas individuales también pueden resultar en diferencias en la actividad de la
eCG, ya que se ha comprobado que la actividad de LH de la eCG varia de
acuerdo con el semental usado, mas no de acuerdo con el dia de la gestacién
(Manning et al., 1987; Martinuk et al., 1991).

Tanto la eCG como la eLH poseen estructuras primarias idénticas, por lo que se
unen a los mismos receptores en los 6rganos reproductivos de la yegua, a los que
se les denomina receptores de eCG/LH. Sin embargo, existe una diferencia
importante en la afinidad de ambas hormonas por el receptor eCG/LH, siendo la
eCG mucho menos potente que la LH. La diferencia de afinidad se debe a las
diferencias en el complemento de carbohidratos de ambas hormonas, con el
resultado de que la eCG tiene mucha menor afinidad por los receptores que la
eLH. También se sabe que debido al alto contenido de &cido sialico de la
subunidad B de la eCG, esta hormona tiene una vida media mas larga que la eLH
en la circulaciéon materna (Martinuk et al.,, 1991). Como resultado, las
concentraciones circulantes de eCG durante los dias 35 a 120 de la gestacion
equina son cientos o miles de veces mas elevadas que las de la eLH, lo que
compensa por su reducida afinidad por los receptores (Roser, 1999).
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La LH equina es removida mucho mas rapidamente que la eCG de la circulacion
sistémica debido a que sus carbohidratos tienen una terminacion SO4-4GalNAc,
lo cual hace que los receptores de las células endoteliales hepaticas capturen a la
LH, retirandola de la circulacion y reduciendo su vida media. En cambio, los
carbohidratos de la eCG tienen una terminacién Siaa2,3Gal lo que le permite tener
una vida media mucho mas larga (6 dias) que la de la eLH (4-5 hrs.) (Smith et al.,
1993).

En general la desglicolizacién de una hormona glicoproteica como la LH
incrementa su unién a los receptores de sus células blanco pero disminuye su
actividad bioldgica, lo que sugiere que los carbohidratos son componentes
importantes del mecanismo de transduccion de la sefial. La eCG se une a los
receptores de eLH/CG con sélo un 2.5 a 3.9% de afinidad que la eLH debido a su
gran contenido de carbohidratos (Martinuk et al., 1991).

La eCG es la unica molécula que expresa actividad biolégica de FSH y LH
cuando se administra a otras especies mamiferas, por lo que ha sido muy utilizada
para la superovulacion en otras especies. Esta propiedad es contrastante con la de
la gonadotropina coriénica humana (hCG), que solo tiene actividad biologica de
LH. La actividad de FSH de la eCG no se manifiesta en el equino, en el que
solamente tiene actividad de LH (Bousfield et al., 1987).

La gonadotropina coridnica de burro (dCG) también muestra actividad de FSH en
especies no equinas, pero con una menor actividad que la eCG. El radio de FSH-
LH en la eCG es de 1.0 comparado con 0.1 de la dCG. En la cruza de equino y
burro (embriones mulas o burdéganos) el grado de actividad es intermedio (0.5).
Por esta razéon la LH y CG de burro también tienen un efecto de FSH en otras
especies, pero 10 veces menos potente que las correspondientes hormonas
equinas. Por otra parte el grado de glicosilacion de la dCG es mucho menor que el
de la eCG, ya que la dCG tiene solamente un 31% de carbohidratos, en
comparacion con la eCG, que tiene el 45% (Roser et al., 1984).

En ensayos de radioreceptores para medir la actividad de FSH y LH de la eCG se
ha demostrado que no es la diferencia en la cantidad de gonadotropina coriénica

circulante, sino en la actividad biolégica intrinseca de la hormona, lo que resulta en
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las grandes diferencias en el desarrollo de cuerpos lUteos secundarios que se
observan al comparar las gestaciones de burras con las de yeguas (Roser et al.,
1984).

La eCG se une con baja afinidad a los receptores de las gonadotropinas en los
tejidos gonadales de otros mamiferos y del propio tejido ovarico o testicular del
equino, mostrando solamente del 1 al 2% de capacidad de unién que la LH
equina. Este bajo porcentaje de unién de la eCG a los receptores gonadales es un
mecanismo de proteccion que evita que los ovarios de la yegua sean estimulados
excesivamente cada vez que la hembra queda gestante. Durante la gestacion
equina la FSH hipofisiaria continia estimulando oleadas de desarrollo folicular, de
las que se producen 10 a 12 durante la primera mitad de la gestacién. Sin
embargo, es la accién de LH de la eCG, y no la LH de origen hipofisiario, lo que
provoca la ovulacién y/o luteinizacién de foliculos durante la gestacion, resultando
en la formacion de cuerpos luteos secundarios para mantener la produccion de
progesterona entre los dias 40 y 140 de la gestacién (Roser et al., 1984; Squires y
Ginther, 1975).

Entre la LH hipofisiaria y la eCG se logra estimular poderosamente a los ovarios
maternos, por lo que es dificil imaginar una deficiencia lutea durante la gestacion
equina. Sin embargo, se han creado algunos modelos experimentales para
evaluar los efectos de la deficiencia en la produccion de eCG. En un experimento
se realiz6 la biseccion de una mérula mula de 6 dias de edad, lo que fue seguido
por la transferencia de los hemi-embriones a dos diferentes madres receptoras,
una yegua y otra burra, lo que resulté en diferencias dramaticas en los perfiles
hormonales durante la primera mitad de la gestacion de la burra comparada con la
de la yegua. En la burra se desarrollaron copas endometriales anchas y activas
que secretaron altas concentraciones de eCG, lo que a su vez resultdé en un
marcado aumento en las concentraciones de progesterona y en el desarrollo de
varios cuerpos luteos secundarios después del dia 40 postovulaciéon. En cambio,
en la yegua receptora apenas se detectd una muy pequena elevacion en la
secrecion de eCG entre el dia 43 y 51 de la gestacién y no se formaron cuerpos

luteos secundarios, por lo que no se encontr6 una elevacion en las
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concentraciones de progesterona después del dia 40 de la gestacion. A pesar de
las diferencias hormonales, las dos gestaciones continuaron hasta el nacimiento
de dos gemelos vivos idénticos, lo que demuestra que la marcada elevacion en las
concentraciones de eCG y progesterona que se producen normalmente a partir del
segundo mes de la gestacion equina no es indispensable para que dicha
gestacion llegue a término (Allen et al., 1993a; Allen et al, 1987).

Un segundo modelo experimental es la transferencia xenogénica de embriones de
burro al Utero de yeguas. En estas gestaciones el cinturdn coriénico se desarrolla
muy pobremente, por lo que hay una deficiente invasién y proliferacion de las
copas endometriales en el endometrio a partir del dia 36. Adicionalmente, las
copas endometriales del embrién burro son rechazadas muy rapidamente por el
sistema de inmunidad celular de la madre. Como resultado de la ausencia de eCG
en la sangre materna no se desarrollan cuerpos luteos secundarios y la gestacion
se mantiene Unicamente por la presencia y funcién continua del cuerpo luteo
primario. Ademas del rechazo prematuro de las copas endometriales, en la
gestacion experimental de embridn burro en yegua se producen otros defectos en
la placentacién, ya que el corioalantoides del embridn burro y el endometrio equino
permanecen en estrecho contacto, pero no se desarrolla una adecuada
interdigitacién entre las vellosidades corioalantoideas y las criptas endometriales.
A pesar de lo anterior, en este modelo el embrién continla desarrollandose
normalmente hasta el dia 60-65 de la gestacion. Posteriormente, debido a los
problemas en la formacion de la placenta el estado nutricional del feto se
deteriora, por lo que va adquiriendo una apariencia caquéctica y el liquido
amniotico se torna achocolatado debido a la hemdlisis de los glébulos rojos fetales
provocada por el paso de linfocitos maternos a la circulacién fetal a través de la
placenta dafada. Finalmente entre el dia 85 y 100 de la gestacién se produce el
aborto del feto muerto y degenerado una vez que las concentraciones de
progesterona disminuyen a niveles basales, permitiendo que el cérvix se relaje y el
producto sea expulsado (Allen, 2001c; Allen et al., 1987). Los resultados de este

modelo sugieren que la eventual muerte de un embrién burro transferido al Utero
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de una yegua se debe finalmente al dafo fisico a la placenta, y no a una
deficiencia endocrina.

Todo lo anterior significa que la eCG no parece ser indispensable para el
mantenimiento de la gestacién equina. Sin embargo, podria tratarse de una
hormona “redundante” con respecto a la LH, aparecida como consecuencia de una
cuidadosa adaptacion evolutiva con el objeto de garantizar el éxito de la gestaciéon
en situaciones de riesgo anormal, como el que podria ocurrir si se presenta una
deficiente secrecién de LH hipofisiaria o si se produce una secrecion endégena de
prostaglandina F2 a que podria destruir un cuerpo liteo que no se encuentre
protegido por los efectos luteotrépicos de la eCG (Allen, 1984; Allen, 2001b).

4.3.4 Regulacion de la Secrecion de eCG

Los factores que regulan la secrecion de eCG por parte de las copas
endometriales son aun desconocidos. En las células de las copas endometriales
no se han identificado granulos de secrecidn similares a los que se encuentran en
los gonadotropos. Ademas, el patrén de secrecion de eCG no es pulsatil como en
el caso de las gonadotropinas hipofisiarias, sugiriendo que la eCG se secreta en
forma constante y no regulada conforme va siendo producida, sin pasar por un
paso de almacenamiento temporal en granulos de secreciéon (Roser, 1999).
Theingi et al. (2002) informaron que el factor de crecimiento epidermal (EGF)
regula la sintesis de la subunidad a de la eCG a través de la Kinasa de proteinas
C (PKC), la cual activa a la MAP kinasa (MAPK). EI EGF se puede encontrar en el
corioalantoides desde el dia 30 hasta el dia 150 de la gestacion, que justamente
corresponde al periodo de actividad de las copas endometriales. Al parecer el EGF
juega un papel fundamental en el desarrollo de la implantacién (Theingi et al.,
2002).

Existen factores que indirectamente afectan la secrecién de la eCG, como son la
raza de la madre y del padre del embrién, el tamano corporal de la madre, y la
presencia de gestaciones gemelares. Se ha informado que las yeguas de razas
pesadas tienen menores concentraciones de eCG que las yeguas de razas
ligeras. Este efecto se ha atribuido a la dilucion de la hormona en grandes
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volumenes de liquidos corporales, aunque la hipétesis no ha sido confirmada. Las
burras tienen mayores concentraciones de gonadotropina coridnica que las
yeguas. En cuanto a las gestaciones gemelares, las yeguas que tienen gemelos
bilaterales secretan mayor cantidad de eCG debido a que se forman dos
cinturones coridnicos y por lo tanto se desarrolla una mayor cantidad de copas
endometriales. También se ha sugerido que el sexo fetal influye en la secrecién de
eCG, aunque este efecto tampoco se ha confirmado (Allen et al, 1973; Roser et al,
1984).

El cuerpo luteo primario expresa un menor numero de receptores para eLH/CG
durante la gestacién avanzada que en gestaciones tempranas, lo que resulta en
una reduccion gradual de la funcién lutea después del dia 80 de la gestacion. Sin
embargo, ésta no sufre por falta de progesterona, ya que conforme se reduce la
produccion de progesterona por parte del cuerpo luteo se incrementa la
produccion de progestagenos por la placenta, hasta que ésta ultima permanece
como la unica fuente de dichas hormonas durante el resto de la gestacién (Saint-
Dizier et al., 2003).

Por otra parte, las gbénadas fetales del equino son muy activas, y se ha
demostrado que expresan receptores para eLH/CG, lo que sugiere que una de las
funciones de la eCG puede ser la de estimular la maduracion y/o funcién de las
gonadas fetales (Saint-Dizier et al., 2003).

La muerte del feto después del dia 35 de la gestacién no afecta la secrecion de
eCG ni la vida normal de las copas endometriales, lo que sugiere que las copas
endometriales estan programadas para funcionar en forma auténoma y que la
gestacion por si misma no juega un papel regulador en la secrecion de eCG (Allen
et al., 1993a).

4.3.5 Papel de la eCG Durante la Gestacion Equina

Tradicionalmente se ha considerado que la eCG producida por las copas
endometriales es la hormona responsable de inducir la formacién de cuerpos
luteos accesorios durante la gestacion equina, asi como de estimular la funcion

tanto del cuerpo luteo primario como de los accesorios. Esta funcién esta
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respaldada por la estrecha relacidon que se ha encontrado entre los perfiles de
secrecion de eCG y los de progesterona a lo largo de la primera mitad de la
gestacion. Al inicio de la gestacidén equina las concentraciones de progesterona en
plasma alcanzan un maximo de 8 a 15 ng/ml entre los dias 6 y 14 post ovulacién,
declinando a 4 o 6 ng/ml entre los dias 30 y 35 de la gestacion. A partir del dia 35
las concentraciones de progesterona se vuelven a elevar debido tanto a la
resurgencia del cuerpo luteo primario como a la formacion de cuerpos luteos
accesorios, ambos fendmenos debidos al estimulo luteotrépico de la eCG. El
cuerpo luteo primario es la principal fuente de progesterona durante los primeros
50 dias de la gestacion, y continda contribuyendo con su secrecién hasta los 120-
150 dias de gestacion. Por otra parte, los cuerpos luteos accesorios pueden
formarse en cualquier momento entre los 40 y los 150 dias de gestacion. Una vez
que se han formado cuerpos luteos secundarios, y bajo el estimulo continuo de la
eCG, se alcanzan niveles de progesterona de hasta 25 ng/ml o mas, que se
reducen paulatinamente entre el dia 100 y el 150 de la gestacién conforme el
cuerpo lateo primario y los accesorios comienzan a regresar debido a la
desapariciéon de la fuente de eCG (Murphy y Martinuk, 1991).

Ademas de la secrecidn de progesterona, los cuerpos luteos de la gestacidén
secretan otros progestagenos, como la 5-alfa pregnano 3-20 diona (5aDHP) y 3
beta 5 pregnona, cuyos incrementos son paralelos a los de progesterona durante
la gestacion temprana. La eCG no solamente estimula la secrecion de
progestagenos, sino que es un importante regulador general de la
esteroidogénesis lutea, como lo demuestra el hecho de que la administracién de
dosis altas de eCG entre los dias 26 y 28 de la gestacion en yeguas prefadas que
tenian un cuerpo lateo funcional resulté en un marcado incremento en la secrecién
tanto de estrogenos como de androstenediona, lo que no ocurrié al administrar
eCG a yeguas gestantes carentes de un cuerpo luteo, en las que la gestacion
estaba siendo mantenida mediante la administracién de progestagenos exdgenos.
Esto explica el porqué el inicio de la secrecion de eCG en yeguas gestantes

coincide con un incremento en las concentraciones plasmaticas de estrogenos y
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andrégenos asociado con la resurgencia del cuerpo liteo primario y la elevacion
en las concentraciones de progesterona (Daels et al., 1998).

Durante la segunda mitad de la gestacion desaparecen todos los cuerpos luteos y
la Unica fuente de progesterona la constituye la placenta, lo que resulta en bajos
niveles (s4ng/ml) de progesterona circulante en la sangre materna debido a que la
mayor parte de la hormona se transforma en otros metabolitos antes de pasar a la
circulacién materna. Las concentraciones maternas de progesterona solo vuelven
a elevarse entre 30 y 50 dias antes del parto debido a cambios en el metabolismo
placentario de los progestagenos, que ahora permite el paso de progesterona sin
metabolizar a la circulacion materna (Murphy y Martinuk, 1991).

La eCG juega un papel fundamental en la generacidbn de cuerpos luteos
secundarios durante la gestacién equina. Durante la época ovulatoria (primavera-
verano), mediante determinaciones seriales de FSH hipofisiaria en suero de
yeguas que estan ciclando y en yeguas gestantes, se ha encontrado que el patrén
de liberacion de esta hormona hipofisiaria se da con intervalos de 10 a 12 dias.
Este patrén ritmico de liberacién es controlado esencialmente por la longitud del
dia y por la secrecién folicular de inhibina, activina y/o estradiol, pero no esta
influenciado por la retroalimentacion negativa de la progesterona. La liberacién de
FSH hipofisiaria se mantiene durante los primeros dias de la gestacién, por lo que
el crecimiento de foliculos continda hasta el dia 18 al 23 de la gestacién. Sin
embargo estos foliculos no ovulan debido a que la presencia de progesterona
proveniente del cuerpo luteo de la gestacion impide la liberacién preovulatoria de
LH, por lo que tienden a regresar. Diez a doce dias después se produce una
nueva oleada folicular que coincide con el inicio de secrecién de eCG, la cual
actua induciendo la maduracion, ovulacién y/o luteinizacion del foliculo dominante
(Allen et al., 1993a). Sin embargo, no todas las yeguas gestantes forman cuerpos
luteos secundarios, y en aquellas en las que si se forman existe mucha
variabilidad en cuanto a su numero y dia de formacion, lo que sugiere que no se
trata de un proceso esencial para el mantenimiento de la gestacion. Por lo tanto, la
formacion de cuerpos lateos secundarios, y por lo tanto la secrecién de eCG,

podrian considerarse como mecanismos de seguridad que, sin ser esenciales
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para la gestacion podrian aumentar la probabilidad de éxito de la misma (Allen,
1984; Daels et al., 1998).

En las yeguas que conciben al final de la época reproductiva los primeros meses
de gestacion transcurren durante el periodo de dias cortos que corresponde con el
periodo de inactividad ovarica. Estas yeguas tienen concentraciones normales de
eCG, pero posiblemente tienen menor secrecion de FSH, por lo que generalmente
tienen menos ovulaciones secundarias que las que se presentan en yeguas en las
que la gestacion transcurre en plena época ovulatoria (Allen, 1984).

El numero de cuerpos Iuteos que se desarrollan en gestaciones que comienzan al
inicio de la época ovulatoria (primavera) es mayor que el de los que se
desarrollan al final de la temporada reproductiva (verano) (Allen, 1984).

Durante los primeros 40 dias de la gestacion el cuerpo lateo primario es
mantenido por la LH hipofisiaria, mientras que en etapas posteriores es estimulado
por la eCG. Sin embargo, en la yegua el CL primario tiene la capacidad de
mantenerse sin apoyo de eCG hasta por 80 dias después de haber ocurrido el
reconocimiento de gestacion con o sin presencia de un producto vivo (Allen,
2001a). Adicionalmente, se ha demostrado que la LH hipofisiaria puede, por si
misma, mantener la funcidén del cuerpo Iuteo primario sin necesidad de eCG. Asi,
en yeguas a las que se les ha transferido un embrioén burro, y que por lo tanto no
producen eCG, el cuerpo luteo primario se mantiene funcionando durante los
primeros 3 meses de la gestacién, pero regresa rapidamente si a dichas yeguas
se les inhibe la secrecién de LH hipofisiaria mediante la administracion de un
progestageno sintético (Allyl trenbolone) que provoca retroalimentacion negativa
sobre la secrecién hipofisiaria de LH (Allen et al., 1987). Se ha comprobado que la
vida funcional del cuerpo luteo en yeguas histerectomizadas varia entre 70 y 140
dias, mientras que en yeguas gestantes persiste hasta mas alla del dia 140.
Squires et al. (1975) encontraron que el cuerpo luteo primario puede permanecer
en el ovario hasta los dias 160-180 de la gestacion; mientras que la produccién de
progesterona por lo menos llega hasta el dia 180 de la gestacion (Squires y
Ginther, 1975). También se ha visto que la remocion de los ovarios entre los dias
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50 y 70 de la gestacion ocasiona la pérdida fetal o el aborto en muchas yeguas,
pero no en todas (Bergfelt et al., 1989).

La eCG es requerida para un desarrollo normal de los cuerpos luteos secundarios,
sin embargo se ha visto que la gestacion puede ser mantenida por varias semanas
y aun continuar hasta su término sin la presencia de eCG y cuerpos luteos
secundarios. La progesterona producida por los cuerpos Iuteos secundarios no es
indispensable para el mantenimiento de la gestacion, simplemente los cuerpos
luteos secundarios permiten asegurar una fuente extra de progesterona en caso

de una regresion prematura del cuerpo luteo primario (Allen, 2001a).
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4.4 PLACENTACION EQUINA

La placentacién en equinos es de tipo central, difuso, epiteliocorial y no invasiva,
aunque las células que conforman el cinturén corionico si invaden el endometrio
materno. Tanto los embriones equinos como los de burro son capaces de producir
estrogenos antes de la implantaciéon. Los embriones equinos expresan la enzima
aromatasa desde el dia 5 0 6 de la gestacién. La distribucién de la aromatasa en
las membranas placentarias antes de la implantacién en los embriones equinos y
de burro es diferente. En el embrién de burro la actividad de la aromatasa es
similar en todos los tejidos embrionarios analizados (saco vitelino, cinturén
corionico y corioalantoides) mientras que en el embrion equino la actividad de la
aromatasa es mayor en el cinturdn coriénico, intermedia en el saco vitelino y
menor en el corioalantoides) (Heap et al., 1991).

A partir del dia 40, una vez que ha comenzado la invasion del endometrio materno
por parte de las células del cinturdn coriénico, comienza una interaccion entre las
células del endometrio materno y las células no invasivas del corioalantoides
equino, que incluye la formacién de microvellosidades tanto del lado materno
como del lado fetal. En la interfase materno-fetal se proyectan microvellosidades
del coriolantoides en forma de dedos, que se ramifican y se alargan hacia la
superficie del endometrio, en la cual también se estdn formando
microvellosidades. Para el dia 60 los componentes maternos y fetales se han inter
digitado en forma estrecha, formando una extensa ramificacion. Tanto las
microvellosidades del lado materno como las del lado fetal estan profusamente
irrigadas por una amplia red capilar, por lo que hacia el dia 120 de la gestacién se
forman verdaderos microplacentomas en toda la superficie de la placenta con
microcotiledones del lado embrionario y microcarunculas del lado materno, lo que
permite un extenso intercambio de gases, nutrientes y desechos entre la
circulacién materna y la circulacion fetal (nutricion hemotréfica) (Heap et al., 1991).
Por otra parte, las glandulas endometriales y sus largas ramificaciones
permanecen funcionales a lo largo de la gestacion, liberando sus secreciones ricas
en proteinas hacia espacios definidos llamados areolas, que se localizan entre

microplacentomas contiguos. El tejido corioalantoideo que descansa sobre las
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aperturas de las glandulas endometriales se comienza a pseudo estratificar para
poder absorber las secreciones de las glandulas uterinas. Esta forma histotréfica
de nutricién del embrion equino sin duda complementa a la nutricion hemotréfica
para satisfacer las demandas impuestas por el rapido crecimiento del producto,
especialmente en los primeros 2 meses de la gestacién (Allen y Stewart, 2001).
Para que se lleve a cabo con éxito una gestacion es necesaria la presencia de una
placenta microcotiledonaria saludable y bien desarrollada en estrecho contacto
con un endometrio saludable y plenamente funcional. Una disminucién en la vasta
area de contacto materno-fetal puede causar muerte embrionaria temprana o
abortos, o resultar en el nacimiento de potros débiles y con pocas posibilidades de
sobrevivir (Allen y Stewart, 2001).

Alrededor del dia 80 de la gestacién las gonadas fetales tanto de los fetos machos
como de las hembras, comienzan a crecer paulatinamente hasta que alcanzan
una talla y peso maximo de 350 gramos entre los 230 y 260 dias de la gestacion.
Durante esta etapa las gobnadas equinas ocupan la tercera parte del volumen total
de la cavidad abdominal del feto, adquiriendo una apariencia fisica de rifdbn mas
que de génada. El aumento de tamano de las gonadas fetales hacia la mitad de la
gestacion estd acompanado por una proliferacion de células intersticiales, las
cuales durante este periodo producen grandes cantidades de esteroides. La
hipodfisis fetal durante la gestacion temprana (antes del dia 100) tiene una gran
actividad gonadotropica que apoya el crecimiento y la esteroidogénesis de las
gonadas fetales (Pashen y Allen, 1979).
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4.5 MODELOS PARA EL ESTUDIO DE LA FALLA DE LA GESTACION EQUINA

4.5.1 Xenogestacion

Un modelo de gestacién fallida en la cual ocurre un alto porcentaje de muerte fetal
espontanea en un momento predecible de la gestacion es el obtenido mediante la
transferencia extraespecifica de embriones burro a yeguas (xenogestacion). En dicho
modelo mas del 80% de los fetos mueren y son abortados entre los 80 y 100 dias de
la gestacion debido a una implantacion anormal acompanada por una intensa
acumulacién de leucocitos en el endometrio de la yegua (Allen et al., 1987). Ademas,
en este tipo de gestacidn el cinturén corionico del embrion burro falla completamente
en su intento de invadir el endometrio de la yegua hacia el dia 36 de la gestacion, y
por lo tanto no se llegan a formar las copas endometriales y no hay produccién de
eCG, a pesar de lo cual el embrion de burro continla creciendo normalmente
durante los siguientes 25-30 dias (Allen, 1982). El corioalantoides del embrién burro
se expande por todo el endometrio de la yegua, aunque la adhesion entre ambos es
minima ya que no existe una union estrecha entre las microvellosidades del feto y
las de la superficie endometrial, por lo que no se forman los microplacentomas
caracteristicos de la gestacion equina. Finalmente, entre el dia 65 y 80 de la
gestacién el feto llega a debilitarse adquiriendo una apariencia congestionada,
mientras que el fluido amni6tico asume una apariencia de color achocolatada debido
a la hemolisis de los globulos rojos del feto. Durante el mismo periodo se incrementa
el numero de linfocitos y otros leucocitos que se congregan en el estroma subepitelial
del endometrio. También se observa gran cantidad de material exocrino secretado
tanto por las glandulas endometriales como por las células trofoblasticas. Dicho
material se acumula entre el epitelio endometrial y el corioalantoides, interfiriendo
con el proceso normal de adhesion e implantacién. En la mayoria de los casos, entre
el dia 80 y 95 de la gestaciéon xenogénica los linfocitos acumulados comienzan a
pasar a través del epitelio endometrial, activando un ataque inmunolégico al
trofoblasto del burro. Esto finalmente provoca el aborto de un feto palido y una

placenta con cambios autoliticos, asi como la caida en las concentraciones de



progesterona a menos de 1ng/ml, provocando que el cérvix se relaje y la yegua
regrese a estro (Allen et al., 1987).

Al parecer la mortalidad fetal y el aborto en las xenogestaciones se deben en parte a
la respuesta inmunoldgica de la madre ante un feto de otra especie, ya que la
inmunizacién pasiva con suero de yeguas que llevan una gestacion intraespecifica
(feto equino), asi como la inmunizacién activa con linfocitos de burro causan un
incremento marcado en el porcentaje de supervivencia de fetos y por lo tanto de
nacimientos de burros vivos. Adicionalmente, las xenogestaciones de fetos burros en
yeguas que ya hayan tenido gestaciones de burro pueden proveerle una respuesta
inmunoprotectiva materna (Allen et al., 1987).

Allen (2001b) ha encontrado que la xenogestacién obtenida al transferir embriones de
burro a yeguas no siempre resulta en la muerte del producto, a pesar de que las
copas endometriales nunca se desarrollan en éste tipo de gestacion, por lo que han
concluido que la eCG per se no es indispensable para mantener la gestacion equina,
ya que algunas yeguas con este tipo de gestaciones llegan a término a pesar de la
completa ausencia de esta hormona y a la falta de formacion de cuerpos luteos
secundarios (Allen, 2001b). Por esta razdn, se puede postular que la eCG producida
por las copas endometriales puede tener efectos redundantes con los de la LH, por lo
que la funcién de la eCG seria la de servir como “seguro” para garantizar la correcta
estimulacién del cuerpo luteo (Allen et al., 1987; Allen, 2001b).

En la mayoria de las yeguas que llevan un embridn burro las concentraciones de
progesterona permanecen relativamente constantes, alrededor de 3 a 10 ng/ml,
disminuyendo lentamente entre los 40 y 80 dias de gestacién, lo que sugiere que la
eCG no es necesaria para mantener la funcién del cuerpo IUteo primario de la
gestacion. La ausencia del incremento tipico en las concentraciones de progesterona
después del dia 40 en gestaciones equinas, indica la ausencia de ovulaciones
accesorias debido a la falla en la secrecion de eCG por parte de las copas
endometriales. Sin embargo en algunas yeguas con gestaciones de burro se llega a
producir una elevacién en las concentraciones de progesterona después del dia 40,

indicando la formacidén de cuerpos luteos accesorios, lo que sugiriere que la eCG
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tampoco es indispensable para la formacidén de cuerpos Iuteos accesorios durante la
gestacion equina (Allen, 1982; Allen, 1973; Allen et al., 1987).

4.5.2 Gestacion Mular

Otro modelo que se ha utilizado para estudiar el papel de la eCG durante la
gestacioén equina es el de la gestacion mular producida por la cruza de una yegua
con un burro, modelo que ademas es relevante en si mismo debido a la importancia
economica de la produccién de mulas y a la alta incidencia de fallas en este tipo de
gestacién. En yeguas que llevan gestaciones mulares, la reaccién inmunitaria en
contra de las copas endometriales se caracteriza desde el principio por una
infiltracion masiva de linfocitos alrededor de las copas endometriales, lo que
interfiere con la formacién normal de las mismas y resulta en un rechazo
inmunolégico prematuro. Por esta razdn las concentraciones de eCG durante una
gestacibn mular son mucho menores que las presentes durante una gestacién
normal equina, lo que resulta en una menor formacion de cuerpos luteos secundarios
y en concentraciones de progesterona considerablemente mas bajas en la gestacion
inter especies (embrién mula) comparada con la yegua con gestaciones intraespecie
(embrién equino) (Allen, 1984; Allen, 1982; Allen et al., 1993b; Boeta y Zarco, 2005).

0

Figura 4.3 Uteros de yeguas con gestaciones mulares de 65 dias de edad.
Obsérvese el escaso desarrollo de las copas endometriales.

La eficiencia reproductiva obtenida al cruzar yeguas con burros es menor que la
obtenida después de la cruza normal de yeguas con caballos. Se ha postulado que
una posible causa de esta baja fertilidad es la escasa produccion de eCG en las
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yeguas con gestacion mular debida al desarrollo inadecuado y al rechazo prematuro
de las copas endometriales en este tipo de gestacion. Boeta y Zarco (2005)
encontraron una incidencia significativamente mayor de pérdidas de gestacién en
yeguas gestantes con embrién mula (36.8 %) que en las gestantes con embrién
caballo. Sin embargo, ellos no encontraron relacién alguna entre la mortalidad fetal y
la falta de eCG, ya que las yeguas que abortaron embriones mula tuvieron niveles de
eCG y progesterona semejantes que los de las yeguas que llevaron sus embriones
mula a término. Ademas, confirmaron lo encontrado por Allen et al. (1987) en
gestaciones xenogénicas, en el sentido de que muchas yeguas con embrion mula
pueden concluir exitosamente su gestacion a pesar de tener concentraciones bajas
de progesterona y casi inexistentes de eCG (Allen et al.,, 1987; Boeta y Zarco,
2005).

Al analizar sus resultados, Boeta y Zarco (2005) concluyeron que posiblemente el
umbral de progesterona necesario para mantener una gestacion en la yegua es
considerablemente bajo, por lo que muchas yeguas gestantes con embrion mula
pueden mantener su gestacion a pesar de que la ausencia de eCG les impida elevar
sus concentraciones de progesterona en la forma que ocurre durante la gestacién
normal de yegua con caballo. También postularon que la eCG podria estar actuando
en forma redundante por si la LH hipofisiaria no fuese capaz de estimular en forma
adecuada la funcién del cuerpo luteo de la gestacién, lo que podria ocurrir si la yegua
guedase gestante al final de la época reproductiva, ya que en este caso la gestacién
transcurriria durante un periodo en el que la secrecién de LH hipofisiaria esta
inhibida. Esta hipotesis es apoyada por los hallazgos de Allen et al. (1987), quienes
reportaron que en gestaciones xenogénicas carentes de eCG el cuerpo luteo
primario continua funcionando bajo el estimulo de LH hipofisiaria, y que la supresién
de la secrecién de esta hormona por retroalimentacién negativa con progestagenos
sintéticos resulta en una pérdida inmediata de la funcién Iutea.

Para evaluar esta hipétesis, en el presente trabajo se compararan los perfiles
hormonales y la incidencia de pérdida de gestacion en yeguas prefiadas con caballo
o con burro al inicio o al final de la época reproductiva (Allen et al., 1987; Boeta y
Zarco, 2005).

49



46 METODOS PARA EVALUAR LAS CAUSAS DE PERDIDA DE LA
GESTACION

Debido a que no es posible predecir el momento en que se va a producir una falla
de la gestacion es necesario realizar un seguimiento periédico de diversas
variables a lo largo de la gestacion con el objeto de que, una vez que se presente
la muerte embrionaria o fetal, se cuente con informacion que permita evaluar
retrospectivamente lo que ocurri6 antes, durante y después de detectarse la
gestacion.

El seguimiento ultrasonografico permite evaluar el desarrollo de las estructuras
embrionarias y determinar la viabilidad del producto, asi como determinar el
momento aproximado de la muerte del producto. Por otra parte, las
determinaciones hormonales seriadas permiten evaluar la funcién I0tea
(progesterona), de la unidad feto-placentaria (sulfato de estrona), y de las copas
endometriales (eCG). El estudio de las relaciones temporales entre alteraciones
hormonales y la muerte del producto pueden dar indicios sobre la posible causa de
la pérdida de la gestacion (Kindahl et al., 1982; Boeta y Zarco, 2005).

4.6.1 Determinacion de Progesterona

La importancia de la progesterona para el mantenimiento de la gestacion ha sido
bien establecida en todas las especies. Durante la gestacién equina se produce un
incremento paulatino en las concentraciones de esta hormona a partir de la
ovulacién, seguido por un declive en el dia 20 postovulaciéon, para volver a
incrementarse entre el dia 35 y 45 de la gestacion, llegando a su maximo pico de
secrecion hacia el dia 90 a partir del cual posteriormente decaen para desaparecer
de la circulacién materna hacia el dia 150-180 de la gestacion (Allen et al., 1973;

Evans e Irvine, 1975). Durante los primeros dos meses de gestacion la fuente de

progesterona son los cuerpos luteos primarios y secundarios. En yeguas
ovariectomizadas se ha demostrado que a partir del dia 70 de la gestacion la
placenta empieza a producir cantidades considerables de progestagenos a partir
de colesterol obtenido de fuentes maternas. En la segunda mitad de la gestacion

desaparecen los cuerpos luteos y la unica fuente de progestagenos la constituye
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la placenta. En ésta etapa no es posible encontrar progesterona en la circulacion
materna, pero si metabolitos de progesterona como dihidroprogesterona (5a DHP)
y 20 a dihroxy 5 pregnanos (20 a 5P) (Evans e Irvine, 1975; Holtan et al., 1979).

Por esta razén las determinaciones de progesterona circulante son utiles para
evaluar la funcion lutea durante la primera mitad de la gestacién, pero no para
evaluar la funcion placentaria en la segunda parte de la gestacion. Boeta y Zarco
(2005) calcularon curvas promedio de progesterona durante los primeros meses
de gestacion de yeguas servidas con caballo y yeguas servidas con burro,
demostrando que en éstas ultimas las concentraciones promedio de progesterona
son significativamente menores que las de yeguas servidas con caballo a partir del
dia 49 de la gestacion. También compararon las curvas individuales de animales
con pérdida de gestacién contra las curvas promedio para gestaciones normales
del mismo tipo (embribn mula o embriébn equino), encontrando patrones que
sugieren que en algunos casos la muerte fetal se debié a la ocurrencia de
lutedlisis activa (Boeta y Zarco, 2005). En cambio, no encontraron evidencia de
que la muerte embrionaria o fetal estuviese asociada con una funcion lutea

disminuida debida a falta de apoyo gonadotropico.

4.6.2 Determinacion de Estrogenos

Las concentraciones de estrégenos durante los primeros 30 dias de la gestacion
son similares a los encontrados en yeguas no gestantes (Allen et al., 1973). Sin
embargo, el perfil en la secrecion de estrdgenos en la yegua gestante es Unico
entre las especies domésticas. Se sabe que el embrién equino es capaz de
sintetizar estrogenos desde el quinto o séptimo dia post-fertilizacién. Tanto el
embrién equino como el de burro tienen la capacidad enzimatica de producir
cantidades considerables de estrégenos desde antes de que ocurra la
implantacién. No obstante existen diferencias entre el embriéon de caballo y el de
burro (Dehennin et al., 2007). La capacidad enzimatica de la aromatasa en
caballos es mas prominente en el cinturdn corionico, en segundo lugar en el saco
vitelino y por ultimo en el alantocorion, mientras que en el embrién burro la

expresion de la aromatasa es similar en las tres membranas extraembrionarias
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(Allen et al., 1973). A pesar de la produccién de estrégenos por el embrion,
durante las primeras semanas de la gestacion la principal fuente de estrégenos
circulantes en la yegua son sus ovarios (Allen et al., 1993%; Allen et al., 1973;
Heap et al., 1991). El incremento en la secrecién de estrogenos que se observa
entre el dia 35 y 50 de la gestacion no se origina en foliculos ovaricos sino en el
cuerpo luteo de la gestacién, siendo su produccion fuertemente estimulada por la
eCG. La eCG estimula la sintesis de estrégenos por parte tanto del cuerpo luteo
primario como de los secundarios. Se ha sugerido que el papel de los estrogenos
luteos es apoyar de manera autocrina la produccion de progesterona (Daels et al.,
1990; Daels et al., 1998).

Desde el dia 80 de la gestacion las gbnadas fetales comienzan a secretar
cantidades significativas de dehidroepiandosterona (DHEA), la cual es
aromatizada en la placenta y aparece en la circulacibn materna como estrégenos
conjugados (sulfato de estrona) y en menor medida como estradiol 17-8 (Albrecht
et al.,, 1997; Terqui y Palmer, 1979). El higado fetal también participa
transformando parte de los andrégenos producidos en la gonada en substratos
aromatizables para la placenta (Saint-Dizier et al., 2004; Strauss et al., 1996). La
produccion de sulfato de estrona en la yegua gestante es dependiente tanto de la
presencia de un feto viable que produzca cantidades normales de DHEA, como de
la presencia de una placenta funcional con capacidad de aromatizacion normal.
Hacia el dia 100 de la gestacion las concentraciones de sulfato de estrona son 2
30ng/ml, lo que representa valores 10 veces mas grandes que las concentraciones
mas altas encontradas en yeguas no gestantes. Se ha demostrado que la
induccion del aborto en la yegua es seguida por una muy rapida caida en las
concentraciones circulantes de sulfato de estrona (Henderson et al., 1998).

Tanto los testiculos como los ovarios fetales comienzan a agrandarse alrededor
del dia 80 de la gestacién, alcanzando su tamafo maximo alrededor del dia 240,
cuando ocupan mas de la mitad del volumen total del abdomen fetal, siendo mas
grandes que los propios ovarios de la yegua. Tanto en fetos machos como en
hembras, el crecimiento de las gbnadas es acompafnado por hipertrofia masiva e

hiperplasia de las células intersticiales, regresando a sus proporciones y
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morfologias normales alrededor del dia 336-340, cuando ocurre el parto. Estudios
ultra estructurales han demostrado que estas células poseen organelos normales
asociados con la biosintesis de esteroides. Se ha demostrado que los testiculos
fetales tienen la capacidad de sintetizar dehydroepiandosterona (DHEA) de novo a
partir de acetato. Por otra parte, la placenta equina tiene la capacidad de sintetizar
tanto 17-f estradiol como estrona a partir de los precursores androgénicos. Las
concentraciones de androgenos secretados por las gonadas fetales alcanzan
niveles de hasta 400 ng/ml entre los 190 y 250 dias de gestacién para declinar al
término de la gestacion. Después del dia 70 de la gestacion la unidad feto-
placentaria es la principal fuente de estrogenos y esto se demuestra con el
incremento en las concentraciones de sulfato de estrona alrededor del dia 200-
240 de la gestacion.

En esta etapa de la gestacion estos estrégenos de origen placentario incluyen
estrégenos fendlicos como la estrona y el 17-B estradiol, asi como estrégenos
insaturados en el anillo B como la equilina y equilenina, los cuales son sintetizados
por la aromatizacion de la dihidroandrosteniona (DHA) y la dihidroepiandosterona
(DHEA) por parte de la placenta, asi como precursores C-19 sintetizados por las
células intersticiales de las gonadas fetales (Pashen y Allen, 1979; Strauss et al.,
1996; Henderson et al., 1998).

La determinacion de sulfato de estrona en plasma y orina ha sido utilizada tanto
para diagnosticar la gestacién en yeguas después de los 70 dias de gestacion
como para monitorear la viabilidad fetal (Terqui y Palmer, 1979; Madej y Kindahl,
1987). Los niveles de sulfato de estrona pueden incrementarse significativamente
en algunas yeguas desde el dia 40 dias postmonta, aunque lo mas comun es que
pueda detectarse a partir de los 60 dias. Las yeguas gestantes tienen
concentraciones séricas de mas de 80 ng/ml de sulfato de estrona. (Henderson et
al., 1999).

El mantenimiento de niveles altos y sostenidos de ésta hormona indica en forma
confiable la integridad y bienestar de la unidad feto placentaria. Cuando las
concentraciones de sulfato de estrona caen abruptamente son evidencia de
muerte fetal. Al realizar estudios de mortalidad fetal las concentraciones de sulfato
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de estrona pueden dar informacién de utilidad. Por ejemplo, las concentraciones
mas bajas de lo normal dias 0 semanas antes de la muerte del producto podrian
indicar la presencia de un dafo en la unidad feto-placentaria, mientras que el
mantenimiento de concentraciones normales hasta el momento de la pérdida de la
gestacion puede indicar la muerte repentina del producto o su expulsiébn como
resultado de un proceso luteolitico (Terqui y Palmer, 1979; Madej y Kindahl,
1987).

Los estrogenos secretados por la unidad feto-placentaria durante la gestacion
equina juegan un papel muy importante en el establecimiento de una correcta
irrigacion en el utero y la placenta, asi como para la sintesis y almacenamiento de
precursores de prostaglandinas en el endometrio y miometrio. Cuando se realiz6
la gonadectomia bilateral en fetos equinos entre el dia 197 y 253 de la gestacion
las concentraciones de estrégenos cayeron dramaticamente y los neonatos
nacieron débiles y con pobre desarrollo muscular; el parto se presentd
espontaneamente 70 a 97 dias después de la gonadectomia, y cursé con
contracciones miometriales débiles y concentraciones de PGF2a mas bajas de lo
normal en la circulacién materna, ademas de presentar retencién placentaria
(Pashen y Allen, 1979).

4.6.3 Seguimiento Ultrasonografico

La mortalidad embrionaria temprana se diagnéstica cuando una vesicula
embrionaria que se habia observado previamente no se encuentra después de
dos revisiones ultrasonograficas o cuando solo existen remanentes de la vesicula
previamente observada (Ball, 1993; Vanderwall y Newcombe, 2007). El criterio a
seguir para diagnosticar una inminente muerte embrionaria temprana es encontrar
una vesicula con bordes irregulares, asi como fluido ecogénico tanto en la
vesicula embrionaria como dentro del lumen uterino. Cuando hay MET después
del dia 30 ya no se encuentra latido cardiaco en el producto, se observa una pobre
definicion de las estructuras fetales, los fluidos fetales son de aspecto
hiperecogénico, y el didmetro mas grande de la vesicula fetal es

considerablemente mas pequefo que el promedio establecido para una vesicula
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de esa edad gestacional. Por otra parte, cuando una vesicula embrionaria
incrementa su tamafo muy lentamente con respecto a lo normal puede estar
destinada a sufrir MET (Vanderwall y Newcombe, 2007).

Cuando ocurre muerte embrionaria temprana el saco embrionario se colapsa
después de la muerte del producto. Durante la etapa fetal el saco puede
permanecer intacto por un largo tiempo, pero aparece un anillo ecogénico dentro
de la vesicula, asi como una masa flotando dentro del fluido. Posteriormente

comienza a decrecer el volumen del fluido de la placenta y se observa una

desorganizacién de las membranas placentarias (Vanderwall y Newcombe, 2007).
A B c D
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Figura 4.4 Imagenes ultrasonograficas de hallazgos de muerte fetal. En la imagen A y B se observa
el anillo ecogénico, mientras que la imagen C muestra un feto con pobre definicién de sus
estructuras, y en la imagen D se observa la cavidad toraxico y abdominal sin una buena definicién
de las costillas, corazén y estomago fetal.
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ABSTRACT

The ovulatory activity of mares located at 19° 21'N
was monitored from November to June. Twenty-one
mares were used (11 quarter-mile mares and 10 hy-
brids). Every week the mares were subjected to ultra-
sonographic observations of the ovaries, and blood
samples for progesterone determinations were col-
" lected. Estrus activity was evaluated by teasing with a
stallion. A mare was considered to be in an anovulatory
state if progesterone concentrations during 5 or more
consecutive samples were below 1 ng/mL. Cyclic ovula-
tory activity during the entire duration of the study was
recorded in 62% of the mares. Only 38% of the mares
(5 quarter-mile and 3 hybrid mares) had anovulatory
periods, which lasted 128.5 + 14.4 days (mean + SEM)
and occurred at some point between November and
May. The duration of the anovulatory period varied
from 70 to 196 days. Estrous behavior was shown-dur-
ing the anovulatory period in 75% (6/8) of the mares
that had such a period. Most mares maintain regular
ovulatory activity during the winter and spring at
19° 21" north, and that a wide variation occurs in the
duration of the anovulatory period of those mares that
stop cycling at this latitude.

INTRODUCTION

The mare is a seasonally polyestrous species that
normally ovulates during the months of spring and
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summer.!? Photoperiod is the most important regula-
for of this seasonal reproductive pattern. The short day
length characteristic of fall and winter in regions lo-

- =zzated at high latitudes causes an increase in the daily

duration of melatonin secretion, and this results in de-
creased secretion of GnRH and the cessation of ovula-
tory activity.? In those regions, during the anovulatory
season, most of the mares maintain progesterone con-
centrations below 1 ng/mL, do not show estrus signs,
and have ovaries that are small and smooth, with folli-
cles smaller than 15 mm in diameter.>*

Limited information is available about the seasonal-
ity of ovarian activity of the mare at latitudes closer to
the Equator. In Mexico, Gonzalez and Valencia (1977)°
studied the annual distribution of estrus in mares lo-
cated in Mexico City (19° 27'N), finding a very low inci-
dence of estrus during January (2.1%) and February
(1.4%).° Saltiel et al (1982)° studied the ovaries of
mares killed at slaughterhouse that processed animals
of different breeds and ages that arrived from different
Mexican states located between 15° and 22° N. They
found that from November to February the proportion
of animals with either corpora lutea or large follicles
was significantly lower than from March to October.
Those authors concluded that seasonal reproduction is
present in mares kept at these latitudes.®

However, no studies have been carried out at the lat-
itude of Mexico in which the ovarian activity of mares
has been followed using progesterone determinations
and ultrasound observations during the months with
reduced ovulatory activity. Thus, whether all mares go
through a period of ovarian inactivity is unknown.
Neither is any reliable information available about the
length of such a period, nor about the time of the year
at which it starts and ends. The object of this study was
to charactérize the ovarian activity of mares in Mexico
City (19° 21I’'NL) during the months of November
through June.
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MATERIAL AND METHODS

The study was carried out in Mexico City, which is
located at 19° 21' N, 2,240 meters above sea level. The
difference between the longest and the shortest day of
the year is 2 hours 15 minutes.” A total of 21 nonpreg-
nant mares without foals were used: 11 of them were
quarter-mile and 10 were hybrids. The animals were fed
oat hay, alfalfa hay, and a commercial concentrate.

Blood samples were taken every week from each
mare by jugular vein puncture from the first week of
November until the first week of June. The samples
were centrifuged within the first hour after their collec-
tion to separate the plasma, which was kept frozen at
—20°C until assayed for progesterone using a solid-
phase radioimmunoassay.® Luteal activity was assumed
when the concentrations of progesterone were above 1
ng/mL. A mare was considered going through an
anovulatory period when progesterone concentrations
were below 1 ng/mL on at least 5 consecutive samples.”
Persistence of a corpora lutea (CL) was assumed when
progesterone concentrations were constantly above 1
ng/mL in 4 or more consecutive samples.'

From November to April, the mares were teased to
check for sexual receptivity, and the ovaries were evalu-
ated weekly by transrectal ultrasonography (Sonovet
ultrasound with 5-Mhz linear transducer). Each time,
the presence or absence of a CL was recorded. If there

was not a CL, the diameter of the largest follicle was__

measured. The follicles thus recorded were classified as
small (<15 mm), medium (16-30 mm), or large (>30
mm).? All proportions were compared using Fisher's®
exact test.

RESULTS

Table 1 shows that, according to progesterone pro-
files, 62% of the mares had continuous ovulatory cy-
cles from November through April (contifiuous
mares), whereas 38% showed a period of ovulatory in-
activity (seasonal mares). The proportion of continu-
ous mares was slightly higher in hybrid mares than in
quarter-mile mares, but the difference was not signifi-
cant (# > .05). Therefore, breed was not considered in
all further analyses.

Month of the year
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Figure 1. Anovulatory period of mares that showed re-
productive seasonality.

In the seasonal mares, the anovulatory period lasted
on average 128.5 + 14.4 days (mean = SEM). The dura-
tion of this period varied from 70 to 196 days in individ-
ual animals (Fig 1). Ovarian inactivity started between
November and January, and ended between March and
May. In 70% of the mares with ovarian inactivity, es-
trous behavior was intermittently expressed without
being accompanied by ovulation (Fig 2).

As shown in Figure 3, the continuous mares had an
ultrasonographically detectable CL between 50% and
70% of the times they were evaluated, irrespective of
the month. In contrast, the proportion of observations
in which a CL was détected was always lower in sea-
sonal mares, reaching its minimum during the months
of February and March. The distribution was different
between groups (2 < .05).

When only the observations in which a CL was not
present were considered, the distribution of follicles

“according to size differed between continuous and

seasonal mares (Fig 4). In the seasonal mares, the
largest follicle present was in most cases a small one,
especially in January and February, when there were
almost no large follicles. In contrast, most of the
continuous mares had large follicles when a CL
was not present. The size distribution was different
between groups during December, January, and
February (7 > .5).

DISCUSSION

Since the 1930s, the ovulatory period of the mare in
northern countries was reported to occur during the
months of spring and summer; however, little informa-
tion is available regarding reproductive seasonality in
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Figure 2. Estrus and ovulatory activity in mares that showed seasonal ovarian activity. Shadowed areas represent peri-
ods of behavioral estrus. Arrows indicate the occurrence of ovulation as determined by ultrasonography and proges-

terone profiles.

% Corpus luteum

i Seasonal mares
B Continuous mare

Figure 3. Percentage of observations in which a cor-
pora lutea was detected by ultrasonography in continu-
ous or seasonal mares in different months.

regions closer to the equator. In Mexico, some indirect
studies had suggested that a reduction in ovarian activ-
ity does occur during the winter,> but the current
study is the first in which progesterone profiles and ul-
trasonographic evaluations were used to directly assess
changes in ovarian activity in mares located at 19°N.
Using these techniques, it was evident that, although
there was a reduction in ovarian activity between
November and June, more than 60% of the mares con-
tinued ovulating throughout this period. This propor-
tion of mares with continuous ovarian activity is much
higher than that reported at higher latitudes. For exam-
ple, Koskinen et al'? in a study made in Finland (61°N)

found that only 22% of the mares had cyclic secretion
of progesterone during the winter.

In our study only 38% of the mares showed a true
anovulatory period between the months of November
to May. The average duration of the anovulatory period
was 128.5 + 14.4 days; however, its length varied dra-
matically between mares (70-196 days). In northern lat-
itudes, mares usually have anovulatory periods of up to
6 months’ duration.!> Ginther (1990)° reported that the
average length of the inactive ovarian period in mares
was 150 days, slightly higher than what was found in the
current study.

Six of the eight mares that had an anovulatory pe-
riod showed estrous behavior during the same period.
In the absence of progesterone, the mare can show es-
trous signs without high levels of estrogens, because
even ovariectomized mares show estrous at irregular
intervals.!! Thus, estrous activity by itself is not a reli-
able indicator of ovarian activity, as assumed in previ-
ous studies carried out in Mexico.?

As expected, the mares that were continuously cyclic
had a CL on the ovaries approximately 60% of the time
(Fig 3). When a CL was not present in the mares of this
group, there was usually a large follicle, which is consis-
tent with the preovulatory development that follows
CL regression.

Im contrast, the absence of a CL in the seasonal
mares was usually accompanied mostly by the presence
of small or in some cases medium-size follicles (Fig 4),
which further supports the notion that their ovarian ac-
tivity was truly inhibited during this period. Conversely,
several studies have shown that mares that maintain
cyclic ovulatory activity during seasonal anestrus tend
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Figure 4. Percentage of observations in which the di-
ameter of the largest follicle present in the absence of a
corpora lutea was large (>30 mm), medium (15-30 mm),
or small (<15 mm).

3

to form a persistent CL.1012.13 This was also the case in
the current study, in which 30.7% of the mares with
continuous ovulatory activity developed at some point
or another a persistent CL, which on average remained
secreting progesterone for 62 days.

In conclusion, at 19° 21" N, most mares have the abil-
ity to continue cycling during the winter months
(November-February), even though some mares show a
period of ovarian inactivity of variable duration.
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Time of Pregnancy Loss in Mares Impregnated
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IMMARY

The objective of this study was to compare the inci-
nce of pregnancy loss of mares carrying a mule em-
/0 with that of mares carrying a horse embryo. The
ssible causes of such mortality were evaluated through
ial ultrasonographic evaluations and hormonal moni-
ing, paying special attention to the role of premature
sression of the endometrial cups and its relation to in-
equate luteal function.

Twenty-eight mares impregnated by stallions and 19
wres impregnated with donkey semen were evaluated
rasonographically every week from day 20 to day 150
pregnancy. The viability of the product was assessed
ch time, and the diameter of the embryonic vesicle was
2asured from day 25 to day 60. Blood samples for pro-
sterone and equine chorionic gonadotropin (eCG) de-
‘mination were taken every week. -

Both progesterone and eCG concentrations during
rrmal pregnancies were significantly lower in the mares
seminated with donkey semen than in the mares im-
egnated by stallions (P < .05). In 7 of the mares carry-
g mule conceptuses to term, the concentrations of eCG
mained basal throughout the study. In the other animals
om this group, the levels of this hormone did increase
it returned to baseline much earlier (on day 77 of preg-
ncy) than in the mares served by stallions (on day 126
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day of pregnancy). There was no significant difference
between the growth rate of embryonic vesicles of mares
carfying mule embryos and that of mares carrying horse
embryos (P > .05).

The incidence of pregnancy loss was significantly
higher (P < .05) in mares carrying a mule embryo
(36.8%) than in mares carrying a horse embryo (21.4%);
it occurred on average on day 93 of pregnancy in mares
carrying mule embryos and on day 43 on mares carrying
horse embryos. There was only 1 case in which preg-
nancy loss was associated with concentrations of both
e¢CG and progesterone that were much lower than the av-
erage for the normal pregnancies of the same group, and
this was in a mare carrying a horse embryo. The most fre-
quent cause of pregnancy loss was premature luteal re-
gression due to primary luteolysis, as evaluated via pe-
ripheral progesterone concentrations. This occurred in 2
mares carrying horse embryos and in 4 mares carrying
mule embryos. Three mares carrying mule embryos and
1 carrying a horse embryo had abortions that were not
preceded or accompanied by any alteration in proges-
terone or eCG levels and were thus classified as fetal
deaths of non-endocrine origin. _

It is concluded that the incidence of pregnancy loss
is higher in mares carrying a mule embryo than in mares
carrying a horse embryo. However, this is not due to the
low progesterone concentrations associated with the pre-
mature regression of the endometrial cups that occurs in
mares with interspecific pregnancy.

INTRODUCTION

In many developing countries, the mule is still an im-
portant source of transport and draft power in such activ-
ities as agriculture and mining. Since the mule is an infer-
tile hybrid, replacements are obtained by cross-breeding
the domestic horse (Equus caballus) with the domestic
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donkey (Equus asinus).! In practice, this interspecific
breeding is usually carried out between mares and jack
donkeys and not between stallions and jenny donkeys.

Although scientific information is scarce and old, it
appears that the reproductive efficiency obtained by
breeding mares with donkeys is lower than that obtained
after the normal breeding of mares with stallions.>* A
possible cause of this low fertility is the reduced produc-
tion of eCG in mares carrying a mule pregnancy, which
in turn is due to the inadequate development and prema-
ture immune rejection of the endometrial cups in this
type of animal >’

In the ovary of pregnant equids, eCG acts on
the equine luteinizing hormone/chorionic gonadotropin
(LH/CG) receptor,® inducing the formation of secondary
corpora lutea and providing luteotrophic support for the
continued function of both primary and secondary cor-
pora.’® Although the affinity of eCG for the equine
LH/CG receptor is only 2% to 3% that of LH,® the circu-
lating concentrations of the placental hormone are much
higher than those of LH.® Thus, it is thought that eCG is
fully responsible for the increase in progesterone concen-
trations that occurs after days 35 to 40 of pregnancy.®’?

The concentrations of eCG in the blood of mares car-
rying a mule embryo are much lower, and return to basal
levels earlier, than those of mares carrying a horse em-
bryo.>® This reduced gonadotropic support is associated
with low progesterone concentrations, which may result
in pregnancy loss.*10

Detailed studies have been done on the immune
mechanisms involved in the premature regression of the
endometrial cups in mares carrying a mule embryo'S:!!
However, these studies have been carried out in few ani-
mals, and little is known about the incidence of the con-
dition or the frequency with which it results in embryo
mortality, thus lowering the reproductive efficiency of
mares devoted to the production of mules. i

The objective of this study is to compare the inci-

dence of pregnancy loss and key gestation hormones in «

mares carrying a mule embryo with mares carrying a
horse embryo. Possible causes of such mortality were
evaluated through serial ultrasonographic evaluations and
hormonal (eCG and progesterone) monitoring, address-
ing the hypothesis that premature regression of the en-
dometrial cups would lead to premature loss of luteal
function and, hence, embryo loss.

MATERIALS AND METHODS

A total of 47 pregnant mares were used. The con-
trol group consisted of 28 mares that were impregnated
by natural breeding with a stallion and thus carried a

horse embryo. The experimental group consisted of 19
pregnant mares that had been artificially inseminated
with fresh donkey semen diluted in nonfat, ultrapas-
teurized milk.'? All pregnancies were confirmed ultra-
sonographically between day 15 and day 20 post-ovu-
lation, and further examinations of all the mares were
carried out every week from day 20 to day 150 post-
ovulation or until pregnancy loss was diagnosed. A 5-
MHz transducer was used through day 60, and a 3.5-
MHz probe was used afterward. Each time, the
viability of the product was assessed through heartbeat
and fetal movement.!? The diameter of the embryonic
vesicle, defined as the average of horizontal and verti-
cal diameters, was determined from day 25 to day 60
after ovulation. Starting on day 30, blood samples were
taken every week by jugular puncture using Vacutainer
tubes with ethylenediaminetetraacetic acid. The sam-
ples were centrifuged within the first hour after their
collection to separate the plasma, which was kept
frozen at —20°C until assayed. Progesterone concentra-
tions were measured by a solid-phase radioimmunoas-
say.!* Concentrations of eCG were determined with a
commercial enzyme immunoassay.

Endometrial cup regression was considered to have
occurred when eCG concentrations returned to nonde-
tectable levels. Luteal regression was defined as the de-
cline in progesterone concentrations to less than |
ng/mL. Embryonic (before 40 days of pregnancy) or fetal
(after day 40) death was registered when neither heart nor
fetal movement could be found by ultrasound. 3¢

The effect of group (mule embryo or horse embryo)
on the mean concentrations of progesterone and ¢CG for
the mares with normal pregnancy (those with no embry-
onic or fetal death) was compared using an analysis of
variance for repeated measures, with group and week as
independent variables, and the effect of the animal nested
within group.'” A regression analysis was used to de-
scribe the rate of embryonic vesicle growth in the mares
with normal pregnancy of each group, and the slopes of
the curves were compared between groups. The day of
endometrial cup regression in these normal pregnancies
was compared between groups by a student 1 test. Fisher
exact test was used to compare the number of pregnancy
losses between groups.

In each occurrence of pregnancy loss, the weekly
concentrations of 'eCG and progesterone of the mare in-
volved, as well as the growth rate of her embryonic vesi-
cle, were compared against the means of the normal
mares in her group. Embryonic or fetal death was classi-
fied as non-endocrine in origin when it occurred without
any temporally associated alterations in eCG or proges-
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erone concentrations.'® It was considered that pregnancy
oss was the result of premature endometrial cup regres-
:ion when eCG concentrations declined below the aver-
1ige concentrations for normal pregnancies in the group,
»efore or at the same time as the death of the fetus.!%2!
“ontinued eCG secretion after the death of the fetus in-
ficated that it had died of causes different from endome-
rial cup destruction. Primary luteal failure was defined
1S progesterone concentrations considerably below the
wverage normal levels throughout the study, without ac-
ual luteal regression before the death of the fetus.??
Finally, it was considered that the cause of death was pre-
nature luteolysis due to prostaglandin secretion when
srogesterone concentrations declined abruptly around the
ime of embryonic death, even though the eCG concen-
rrations remained elevated. 224

RESULTS

Table 1 shows that the incidence of pregnancy losses
was significantly- higher (P < .05) in mares carrying a
mule embryo than in mares carrying a horse embryo.
The control group suffered both embryonic and fetal
losses, occurring on average on day 43 of pregnancy. In
contrast, in the experimental group, all the pregnancy
losses occurred after day 40 and were thus classified as
fetal deaths, occurring on average on day 93 of preg-
nancy.

Twenty-two mares impregnated by horses and 12
mares impregnated by donkey semen carried out their
pregnancies to term and produced viable offspring.
Figure | shows the average weekly concentrations of pro-
gesterone and eCG, considering only these normal preg-
nancies of each group. Both progesterone and eCG con-
centrations were significantly lower in the mares
inseminated with donkey semen than in the mares im-
pregnated by stallions (P < .05).

In 7 of the mares inseminated with donkey semen
that carried out their pregnancies to term, the concentra-
tions of eCG remained basal throughout the study (see
Fig 2). In the other animals from this group, the levels of

——— Served by stallion
18 - —o—A.L with donkey semen

84 98 112 126

84 98 112 126

28 42 56 70
DAY'S POST OVULATION

Figure 1. Progesterone and eCG concentrations during
normal pregnancies of mares served by stallions (n = 22)
or inseminated with donkey semen (n = 12). Starting on
day 49 after ovulation, the mean concentrations of both
hormones were significantly higher (P<.05) in mares
served by stallions than in mares carrying mule embryos.

this hormone did increase but returned to the baseline
much earlier (11th week of pregnancy) than in the mares
served by stallions (18th week of pregnancy).

As shown in Figure 3, from day 20 to 80 of normal
pregnancies, the growth rate of embryonic vesicles of
mares carrying a mule embryo was slightly higher (1.41
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Figure 2. Progesterone and eCG concentrations in a
mare (Morena) that succesfully carried a mule conceptus
to term in spite of a complete lack of eCG. The graph
shows the values for this particular mare, contrasted with
the mean concentrations for normal pregnancies of mares
served by donkeys.

+ 0.15 mm/day) than that of mares carrying a horse enr-
bryo (1.27 = 0.13 mm/day). The difference was not sig-
nificant (P > .05).

Table 2 shows the classification of pregnancy losses
according to their possible causes. Only 1 case could be
attributed to deficient eCG production (secondary luteal
insufficiency), and this was in a mare carrying a horse
embryo (Fig 4). The concentrations of eCG and proges-
lerone in this mare were always much lower than the av-
erage for normal intraspecific pregnancies. However, the
same mare later carried out a successful pregnancy, even
though it was also associated with low progesterone lev-
els and basal concentrations of eCG (Fig 5).

The most frequent cause of pregnancy loss was pre-
mature luteal regression (2 cases in mares served by stal-

DIAMETER (mm)

20 30 40 50 60 70
DAY S POST OVULATION

Figure 3. Growth rate of mule or equine embryonic vesi-
cles during normal pregnancies. The marks represent in-
dividual measurements, and the lines represent the re-
gression equations of diameter against time.

lions and 4 cases in mares carrying mule embryos).
Ultrasonographic and hormonal records of all these cases
showed that progesterone concentrations decreased
abruptly immediately before the time of pregnancy loss,
even though the eCG concentrations were similar to
those found during the normal pregnancies of the corre-
sponding group. Thus, these luteal regressions were not
likely due to eCG deficiency and were classified as pri-
mary luteolysis (see Fig 6).

Three mares carrying a mule embryo and 1 carrying
a horse embryo had abortions that were not preceded or
accompanied by any alteration in progesterone or eCG
levels and were thus classified as fetal death of non-en-
docrine origin. Finally, 1 mare served by a stallion had an

- abortion owing to a twin pregnancy. The hormonal and

ultrasonographic data from this mare were eliminated
from the analysis.

DISCUSSION

In this study, the progesterone and eCG profiles
found during normal pregnancy of mares impregnated
by a horse (Fig 1) resemble those described by previ-
ous authors.®292! In these animals, the progesterone
concentrations showed a marked increase between days
35 and 49 of pregnancy that was associated with a rapid
elevation in eCG concentrations. It is known that eCG
facilitates the formation of secondary corpora lutea
(CL) and stimulates the function of both primary and
secondary luteal structures.3-%9
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As expected, the concentrations of eCG were signif-
cantly lower during normal pregnancies of mares carry-
ng mule embryos than in those of mares impregnated by
1 horse (P < .05). Additionally, eCG concentrations re-
urmned to baseline much earlier in mares carrying mule
>mbryos. The low concentrations of eCG in these mares
‘ailed to sumulate their luteal function, so that proges-
‘erone levels did not increase between days 35 and 49, as
‘hey clearly did in mares carrying horse embryos (Fig 1).
Both the reduced function and early regression of en-
Jometrial cups in mares carrying mule embryos have
been described before and are due to inadequate forma-
tion of the endometrial cups as well as to their premature
immunologic rejection.'%'! In this study, the lack of eCG
production during the normal pregnancy of a mare carry-
ing a horse embryo was also associated with low proges-
terone concentrations after day 40 (Fig 5).

The low progesterone and eCG concentrations in
mares carrying mule embryos did not affect embryonic
survival, since all the mares used to calculate the curves
in Figure 1 successfully carried out their pregnancies to
term, including 7 mares that never showed detectable lev-
els of eCG (see Fig 2). This would support the conclu-
sion, reached by Allen,>¢ that ¢CG is not essential for
pregnancy maintenance in the mare.

In spite of the lower progesterone concentrations of
mares inseminated with donkey semen, the growth rate of
their embryonic vesicles was similar to that of mares im-
pregnated by stallions and to the growth rates reported by
other authors both in mares and in ponies.'* This would
suggest that even though a progesterone threshold level is
required for pregnancy maintenance in the mare,*!® this
threshold would be considerably lower than that nor-
mally attained during intraspecific pregnancies, and ele-
vations above the threshold level would not stimulate ad-
ditonal embryonic growth. The low concentrations of
progesterone in mares carrying mule embryos would then
be in most cases sufficient to reach the threshold required
for pregnancy maintenance and normal embryonic
erowth.

——— Normal pregnancy with
20 - equine embryo
—o— Mare 491, abortion

Figure 4. Progesterone and eCG concentrations in a
mare (491) impregnated by a horse that lost her preg-
nancy on day 56. Her hormonal profiles are contrasted
with the average concentrations for mares carrying equine
conceptuses to term. The arrow indicates the day when
absence of heartbeat of the product was detected by ul-
trasound.

In this study, both the rate of pregnancy loss in mares
carrying horse embryos and its time of occurrence were
similar to those reported by other authors.?!>* In contrast,
the incidence of abortion among mares carrying mule
embryos was extremely high (36.8%). To our knowledge,
there are no previous studies about the incidence of preg-
nancy failure in mares carrying mule embryos. However,
this high rate of pregnancy loss is consistent with the low
reproductive efficiency reported in mares used for the
production of mules.2*
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Figure 5. Progesterone and eCG concentrations in a
mare (491) impregnated by a horse that carried out her
pregnancy to term even though she had low concentra-
tions of both hormones as compared with the average for
mares with normal pregnancies.

It has been reported that a failure of the formation of
endometrial cups is associated with a high rate (79%) of
fetal mortality between day 80 and day 100 of pregnan-
cies obtained by the transfer of donkey embryos to
mares.>26 This time frame is similar to that found in the
mares carrying mule embryos in the current study, where
abortion occurred on average on day 93 of pregnancy.
However, in none of our mares impregnated by donkeys
that aborted did the profiles of progesterone and eCG sug-
gested that fetal loss was due directly to deficient luteal
function caused by lack of eCG. In 3 of the cases, the pro-
gesterone concentrations at the time of abortion were sim-
ilar to those found in mares carrying mule conceptuses to
term; and in the other 4 cases, the decline in progesterone
concentrations associated with the abortion was so abrupt
that it suggested an active luteolytic process by
prostaglandin F2a. (PGF2 o)) release?’ rather than luteal
dysfunction due to lack of gonadotropic support.

Although this kind of active luteolysis is generally
secondary to other alterations, it is possible that the lack
of eCG rendered mares carrying a mule embryo more

——— Normal pregnancies w ith
mule embryo
—o— Mare "Princesa” Abortion

-

PROGESTERONE (ng/mi)

eCG (U.I. /mli)

28 42 56 70 84 98 112 126
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Figure 6. Progesterone and eCG concentrations in a
mare (Princesa) carrying a mule embryo that lost her

= pregnancy on day 90 due to primary luteolysis. Her hor-

monal profiles are contrasted with the average concen-
trations for mares carrying mule conceptuses to term.
The arrow indicates the day when death of the product
was detected by ultrasonography.

susceptible than normal to an endogenous release of
PGF2a. In this regard, Allen?” has proposed that after day
40 of gestation, eCG protects pregnant mares from the lu-
teolytic effects of PGF2a, protection that would not be

- present in our mares carrying mule embryos. Although he

did not interpret his data in this way, Allen?’ found that
mares that aborted donkey conceptuses, which also lack
eCG, showed an abrupt progesterone decline a few days
before the fetus was expelled, which would be consistent
with an active luteolytic process occurring in an animal
that is not protected by high levels of eCG.

Even if the premature endometrial cup reaction does
not induce abortion through endocrine alterations, it
could still be involved in pregnancy loss. The cell-medi-
ated and humoral immune reactions against the antigens
of the chorionic girdle'!'"?® could damage the placenta
and affect survival of the product. It is known that preg-
nancy losses in mares carrying donkey embryos are asso-
ciated with a failure in the formation of microcotyledons
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and an intense and generalized maternal leucocytic re-
sponse throughout the endometrial area in direct contact
with the fetal membranes.® Even though those donkey
embryos are different from the mule embryos carried by
the mares in the current study, the occurrence of similar
failures in the development of the placenta of mule em-
bryos cannot be discarded. For example, Allen et al'! bi-
sected mule embryos and transferred the demi-embryos
to mares and female donkeys. They found that on day 62
of pregnancy, the mares with mule embryo had endome-
trial cups that were thinner, smaller, and more flaccid
than those found in donkeys carrying genetically identi-
cal embryos. In addition, the endometrial tissue of those
mares was necrotic, degenerated, and strongly infiltrated
with maternal leucocytes. This type of damage could kill
the embryo without the need for alterations in the luteal
function and could explain the cases classified as fetal
deaths of non-endocrine origin in the current study. -

Of all the pregnancies followed in the current study,
there was only 1 case in which pregnancy loss was asso-
ciated with concentrations of both eCG and progesterone
that were much lower than the average for the normal
pregnancies of the same group (Fig 4). This case oc-
curred in an intraspecific pregnancy of a mare that ap-
pears to have a genetic inability to produce normal con-
centrations of eCG,” since eCG concentrations were
again low in a subsequent pregnancy in which the mare
was again carrying a horse embryo. However, the second
pregnancy was carried out to term, with progesterone
concentrations that were below normal but higher than
during the first unsuccessful pregnancy (Fig 5), thus sup-
porting the idea that there is not an absolute need for eCG
during the equine pregnancy.

If eCG is not an absolute requirement for pregnancy
in the mare, it is interesting to speculate about its role in
equine reproduction. In this respect, it should be kept in
mind that all the mares used in this study were served
during the first few months of the breeding season. Thus,
the first half of their pregnancy evolved during the time
of the year when LH concentrations are not heavily de-
pressed.?’-3031 It is possible that during this time of the
year, pituitary LH could have provided a strong enough
luteotropic stimulus to attain the threshold concentra-
tions of progesterone required to maintain pregnancy,
even in the absence of €CG. In this regard, Allen® de-
scribed evidence suggesting that pituitary LH can sup-
port luteal function in the absence of eCG in mares car-
rying donkey embryos. It remains to be seen if
pregnancy can be maintained in the absence of eCG se-
cretion when the first half of pregnancy coincides with
the nonbreeding season of the year, when pituitary LH

(3

concentrations are normally depressed.?'3? Allen®627
has wondered about the evolutionary reason for the se-
cretion of an apparently nonessential gonadotropic hor-
mone from a placental source that exposes the fetus to an
apparently unnecessary immunologic risk. A seasonally
driven need for eCG could be such a reason, and this hy-
pothesis deserves to be tested.

It is concluded that the incidence of pregnancy loss
is higher in mares carrying a mule embryo than in mares
carrying a horse embryo. This is not due directly to the
reductions in eCG and progesterone secretion that are as-
sociated with the inadequate formation and premature re-
gression of endometrial cups occurring in mares with in-
terspecific pregnancy. However, the lack of eCG could
facilitate the occurrence of some abortions in which ac-

" tive luteolysis appears to be involved.
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7.1 MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se realizd en el antiguo Centro de Ensefianza, Investigacion
y Extension en Produccion Agricola y Ganadera (CEIEPAG) de la FMVZ,
localizado en Chalco, Estado de México a 19° 09” Latitud Norte. Se utilizaron 54
yeguas sanas entre los 5 y 10 afos de edad de raza criolla, las cuales fueron
divididas en cuatro grupos: 1) 14 yeguas inseminadas con burro en el mes de
abril; 2) 10 yeguas inseminadas con caballo en el mismo mes. 3) 18 yeguas
inseminadas con burro en el mes de junio; 4) 12 yeguas inseminadas con caballo
en el mismo mes.

Antes de inseminar a cada yegua se le realiz6 un examen fisico general, para
descartar cualquier enfermedad, asi como un examen ginecoldgico completo para
verificar la ausencia de condiciones patolégicas clinicamente detectables.
Posteriormente las yeguas fueron sincronizadas con un progestageno
(altrenogest) administrado diariamente por via oral en dosis de .044 mg/Kg.
durante 9 dias (Webel y Squires, 1982). Una vez en estro se revisaron
ultrasonograficamente para programar la inseminacion artificial en el momento
mas cercano a la ovulacion, utilizando en la mayoria de los casos hCG (1500-3000
Ul) (Ginther, 1986) para programar la ovulacién. Para la inseminacion artificial se
colecté semen de burro de un semental de la raza Kentucky, utilizando para ello
una vagina artificial modelo Missouri. El semen se diluy6 3:1 en leche descremada
ultra pasteurizada (Boeta y Zarco, 2000) conservandose a 5°C en un equitainer
(Hamilton Thorn) hasta la inseminacién artificial.

Se realiz6 diagnostico de gestacion a partir de los 12 dias post-inseminacién con
un ultrasonido Sonovet 600 de tiempo real y un transductor de 5 Mhz. A partir de
los 30 dias de gestacion se realizaron 2 veces a la semana ultrasonidos para
determinar la viabilidad embrionaria, el ritmo de crecimiento de la vesicula fetal,
asi como el numero y diametro de los cuerpos luteos (Ginther, 1986). Se utilizé un
equipo de ultrasonido con transductor lineal de 5 Mhz hasta el dia 60 de la
gestacion, y posteriormente de 3.5Mhz hasta los 150 dias. En cada evaluacién se
determiné la viabilidad embrionaria o fetal mediante la presencia de latido
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cardiaco, movimiento fetal y/o pulsacién del cordén umbilical del producto (Ball,
1993).

Se determinaron los patrones de eCG, progesterona y sulfato de estrona durante
los 5 primeros meses de la gestacion. Para ello, a partir de la 52 semana de
gestacion se obtuvieron dos veces a la semana muestras sanguineas de cada
yegua mediante puncion de la vena yugular, utilizando tubos al vacio con gel
activador del suero. Las muestras de sangre se centrifugaron a 3,000 r.p.m.
durante 10 minutos dentro de la primera hora posterior a su obtencion para
separar el suero, el cual se mantuvo en congelacién a -20 °C. En las muestras se
determinaron las concentraciones de progesterona y gonadotropina coridnica
equina para evaluar la funcionalidad de los cuerpos luteos y de las copas
endometriales respectivamente. También se determinaron las concentraciones de
sulfato de estrona como un estimador de bienestar fetal (Kindhal et al., 1982).

Para la determinacién de las concentraciones de progesterona se utilizé un
radioinmunoanalisis de fase solida (Pulido et al, 1991), que tuvo coeficientes de
variacion intra e interensayo del 4.1 y | 7.3 % respectivamente. Las
concentraciones de sulfato de estrona se midieron con un radioinmunoandlisis de
fase sdlida (DPC) con coeficientes de variacion intra e interensayo de 5.3y 4.2%
respectivamente.

Para medir las concentraciones de eCG se utilizd un enzimoinmunoensayo en
placas de micro titulacién (Paramedikal, Faiano, ltalia) El método mostré un
coeficiente de variacion intraensayo del 7.14% para los valores bajos y 11.66%
para valores altos y un coeficiente de variacion interensayo del 10%.

Se calcularon las medias minimo cuadréaticas de las concentraciones semanales
de progesterona, eCG y sulfato de estrona en las gestaciones normales (en las
que no se perdid el producto), comparandose las concentraciones de cada
hormona por medio de anadlisis de varianza en un disefio de mediciones repetidas,
utilizando como variables independientes la época del afio (gestante en época
ovulatoria o anovulatoria), el tipo de gestacién (con caballo o con burro), y la
semana de gestacion, con el efecto de individuo anidado dentro de la interaccion

época del ano por tipo de gestacion. Se compar6 el dia de la destruccion de las
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copas endometriales (disminucién de la eCG circulante a niveles no detectables) y
pérdida de la funcion lutea (reduccion de las concentraciones de progesterona a
menos de 1 ng/ml) entre grupos mediante un analisis de varianza de dos factores
(época y tipo de gestacion.) (Steel, Torrie, 1981).

Se compard el numero de muertes embrionarias (antes del dia 40) y abortos
(después del dia 40) ocurridas en los 2 grupos (Prueba exacta de Fisher) (Steel,
Torrie, 1981). Se utilizé la prueba de T para comparar la semana de aparicion del
2° y 32 cuerpo luteo de acuerdo al tipo de gestacion (con caballo o burro), de la
misma forma se calcul6 el numero de cuerpos luteos que se presentaron en cada
tipo de gestacién.

En caso de pérdida de gestacion se compararon los niveles de progesterona,
eCG y sulfato de estrona de la yegua involucrada, contra los promedios
semanales durante gestaciones normales del mismo grupo de yeguas.

Se consider6 como muerte embrionaria primaria cuando no se encontré ninguna
anormalidad en las concentraciones hormonales antes de que ocurriera la muerte
del embrién (Allen, 2001a). Se consider6 que la muerte embrionaria se debi6 a
regresién prematura de copas endometriales si las concentraciones de eCG y
progesterona circulantes disminuyeron por debajo de lo normal para el tipo de
gestacion antes de registrarse la muerte embrionaria, o simultdneamente con ella
(Allen, 2001a). Enlos casos en que las concentraciones de eCG se mantuvieron
normales después de detectarse la muerte embrionaria se consideré que ésta se
produjo por causas diferentes a la falla de produccion de eCG (Allen, 2001b).

Se consider6 como falla liotea primaria cuando las concentraciones de
progesterona de la yegua que perdi6 la gestacion se mantuvieron
considerablemente mas bajas de lo normal durante todo el estudio, sin llegar a
producirse la regresion lutea antes de perderse la gestacién (Allen, 2001a). Se
considerdé que la muerte embrionaria se debidé a lutedlisis activa cuando las
concentraciones de progesterona disminuyeron abruptamente inmediatamente
antes de la muerte del producto, sin haber alteracién de las concentraciones de
eCG (Daels et al, 1998).
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7.2 RESULTADOS

7.2.1 Concentraciones hormonales durante gestaciones normales

Con el objeto de evaluar los efectos de la época del ano y del tipo de gestacion
sobre las concentraciones de progesterona, eCG y sulfato de estrona se
compararon las concentraciones promedio de dichas hormonas para cada
combinacion época X tipo de gestacidén, tomando en cuenta para ello solamente
los datos de yeguas que mantuvieron la gestacion hasta llegar a término
(gestacion normal). Para ello se utilizé inicialmente un andlisis de varianza para
mediciones repetidas, con la época, tipo de gestacion y semana de gestacion
como efectos principales, y el animal anidado dentro de la interaccion época X tipo
de gestacién. Debido a que no se encontré ningun efecto de la época del afio se
repitid el andlisis estadistico utilizando solamente el tipo de gestacion y semana de
gestacion como efectos principales, con el animal anidado dentro del tipo de
gestacion. Por esta razén, de aqui en adelante se presentan los resultados sin
considerar la época en la que ocurrio la gestacion.

La figura 7.1 muestra que las concentraciones de progesterona (media + error
estandar) durante gestaciones normales fueron significativamente mayores en las
yeguas gestantes con embridén equino que en las yeguas gestantes con embrién
mula a partir de la octava semana de la gestacion (p<0.01). En el caso de las
yeguas servidas con caballo las concentraciones de progesterona muestran una
abrupta elevacion en la semana 8, a partir de la cual se mantienen en rangos
cercanos a los 15 ng/ml hasta la semana 17. En cambio en las yeguas servidas
con burro a partir de la semana 8 se inicia un gradual descenso en las
concentraciones de progesterona hasta alcanzar niveles menores a 5 ng/ml en las

semana 15 de la gestacion.
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Figura 7.1 Concentraciones de progesterona durante gestaciones normales en yeguas
servidas con burro o yeguas servidas con caballo. Las concentraciones de progesterona
fueron significativamente (P<0.01) mas elevadas en las yeguas servidas con caballo que en
las yeguas servidas con burro a partir de la octava semana de la gestacion.

Las concentraciones de eCG (media * error estandar) durante gestaciones
normales fueron mayores (p<0.01) en las yeguas gestantes con embrién equino
que en las yeguas gestantes con embrién mula desde la semana 6.5 hasta la
semana 14 (figura. 7.2). En el caso de las yeguas servidas con caballo las
concentraciones de eCG comenzaron a elevarse desde que se inicié el muestreo
en la semana 6 de la gestacion, elevandose muy rapidamente hasta llegar a un
pico de 470 Ul/ml en la semana 7.5 de la gestacién. A partir de ese momento las
concentraciones de eCG disminuyen gradualmente hasta que termind el muestro
en la semana 17 de la gestacién, momento en el que las concentraciones de eCG
aun se encontraban ligeramente elevadas (21 Ul/ml).

En el caso de las yeguas servidas con burro las concentraciones de eCG se
elevaron muy poco, llegando a un pico de tan solo 50 Ul/ml en la semana 7 de la

gestacion y regresando a niveles basales en la semana 13.

71



—O0— embrion mula

o T T T T T T T
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

semanas de gestacion

Figura 7.2 Concentraciones de eCG durante gestaciones normales en yeguas servidas con
burro o yeguas servidas con caballo. Las concentraciones de eCG fueron significativamente
(P<0.01) mas elevadas en las yeguas servidas con caballo que en las yeguas servidas con
burro desde la semana 6 hasta la semana 14.5 de la gestacion.

En la figura 7.3 se observa que las concentraciones de sulfato de estrona durante
gestaciones normales fueron muy similares en ambos grupos a lo largo de la
gestacion, comenzando a elevarse en la semana 11 y aumentando en forma
continua hasta el dltimo periodo de muestreo, cuando alcanzaron 600 ng/ml.
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Figura 7.3 Concentraciones de sulfato de estrona durante gestaciones normales en yeguas
servidas con burro o yeguas servidas con caballo. No hubo diferencias significativas entre
los grupos (p>0.05).
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7.2.2. Formacion de cuerpos luteos accesorios

A lo largo del estudio se presentaron ovulaciones accesorias tanto en el grupo de
yeguas servidas con caballo como en el de yeguas servidas con burro (figura 7.4).
El numero promedio de cuerpos luteos que se acumularon a lo largo de las
gestaciones normales en yeguas servidas con caballo (2.9 + 0.2) fue
significativamente mayor (p<0.01) que el de yeguas servidas con burro (2.2 £ 0.1).

Numero de cuerpos luteos

Promedio

embrion mula embrion equino

Figura 7.4 Numero de cuerpos Iluteos (media tee) que se acumularon en gestaciones
normales en yeguas servidas con burro y yeguas servidas con caballo. La diferencia
entre grupos es significativa (p<0.01)

En la figura 7.5 se observa que todas las yeguas tuvieron por lo menos una
ovulacion accesoria durante la gestacion, por lo que ninguna yegua permanecio
solamente con el cuerpo luteo original de la gestacién. En el caso de las yeguas
servidas con burro, la gran mayoria tuvieron una sola ovulacién accesoria, por lo
que acumularon 2 cuerpos luteos. En cambio, las yeguas servidas con caballo
tuvieron similar probabilidad de tener 1, 2 o 3 ovulaciones accesorias, resultando

en un total de 2, 3 0 4 cuerpos luteos.
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Figura 7.5 Clasificacion de las yeguas de acuerdo al numero total de cuerpos luteos que
acumularon durante la gestacion. La distribucion del numero de cuerpos luteos es diferente
entre los grupos (p<0.05).

La primera ovulacién accesoria (aparicién del segundo cuerpo liteo) en las yeguas
servidas con burro ocurrié en promedio en la semana 7 £ 0.4 de la gestacion, y en
las yeguas servidas con caballo ocurrié a las 6.7 £ 0.3 semanas. La aparicion del
tercer cuerpo luteo en las 4 yeguas servidas con burro que formaron un tercer
cuerpo luteo ocurrio a las 10.5 + 1.2 semanas, mientras que en las 7 yeguas
servidas con caballo que formaron un tercer cuerpo luteo esto ocurrid en la
semana 8.4 + 0.4. La yegua servida con burro que lleg6 a formar un cuarto cuerpo
luteo lo hizo en la semana 11 y las de caballo en la semana 10.4 + 0.4

En la figura 7.6 se muestran las concentraciones de progesterona y eCG en
yeguas servidas con caballo clasificadas de acuerdo al nimero total de cuerpos
luteos que llegaron a tener durante la gestacion. Se puede observar que en las
yeguas en las que se formé un tercer CL (yeguas de los grupos 3 CL y 4 CL) las
concentraciones de eCG durante las dos semanas anteriores a la formacion de
dicho cuerpo luteo fueron significativamente superiores (p<0.05) a las de las
yeguas que solamente se quedaron con 2 CL. De la misma forma, las yeguas que
formaron un cuarto CL (grupo 4 CL) tuvieron durante las dos semanas previas a
dicha ovulacién concentraciones de eCG significativamente superiores (p<0.05) a
los de las yeguas que no tuvieron dicha ovulacion (grupos 2 CL y 3 CL). En el

caso de la progesterona, las concentraciones de las yeguas del grupo 4 CL
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siempre fueron significativamente mayores (p<0.05) que las de las yeguas del
grupo 2 CL y también fueron significativamente superiores a las del grupo 3 CL
durante casi todo el tiempo, con excepcion de las cuatro semanas posteriores a la
formacion del tercer cuerpo luteo, cuando la diferencia entre los grupos 4 CL y 3
CL se redujo a un nivel no significativo debido a una marcada elevacion en las
concentraciones de progesterona del grupo 3 CL entre la semana 8 y 9 de la
gestacion, inmediatamente después de la formacion del tercer cuerpo lateo en

dichas yeguas.

7.2.3. Relacion entre el numero de cuerpos luteos y las concentraciones
hormonales.

Yeguas servidas con caballo

|

Progesterona (ng/ml)

700 - l
—a—2CL

eCG (Ul/ml)

0 T T T T T T
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

SEMANA DE GESTACION

Figura 7.6. Concentraciones de progesterona y eCG en yeguas servidas con caballo que a lo
largo de la gestacion acumularon 2, 3 o 4 cuerpos luteos (2 CL, 3CL, 4CL). Las flechas
izquierda, central y derecha indican respectivamente el momento promedio en el que se
formo el segundo, tercero o cuarto cuerpo luteo de la gestacion.
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En la figura 7.6 bis se muestran las concentraciones de progesterona y eCG de las
yeguas servidas con burro, clasificadas de acuerdo al nUmero de cuerpos lUteos
que acumularon durante su gestacion. No existieron diferencias en las
concentraciones de eCG o progesterona entre las yeguas con 2 o con 3 cuerpos
luteos (p>0.05). Por otra parte, aunque las concentraciones de ambas hormonas
parecen ser marcadamente mayores en el grupo 4 CL, debe destacarse que este
grupo incluy6 una sola yegua, por lo que no existe diferencia significativa con los
otros grupos.

Yeguas servidas con burro

Progesterona (ng/ml)

eCG (Ul/ml)

0 =
T T T T T T ~ ~

5 6 7 8 9 10 11 i2 13 14 15 16 17
SEMANA DE GESTACION

Figura 7.6 bis. Concentraciones de progesterona y eCG en yeguas servidas con burro que a
lo largo de la gestacion acumularon 2, 3 o 4 cuerpos luteos (2 CL, 3CL, 4CL). Las flechas
izquierda, central y derecha indican respectivamente el momento promedio en el que se
formé el segundo, tercero o cuarto cuerpo luteo de la gestacion.
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7.2.4 Relacion entre concentraciones de eCG y concentraciones de
progesterona

Para conocer los efectos de las concentraciones de eCG sobre las de
progesterona se realizd, para cada tipo de gestacién, un andlisis de regresion
utilizando las concentraciones de progesterona como variable dependiente y las
concentraciones de eCG y el numero de cuerpos luteos como variables

dependientes.

En el caso de la gestacion con embridén burro, la relacién se describe por la

ecuacion:

P4 = 3-04 + 0.091(eCG) +1.44 (NoCL) + ¢

Los dos coeficientes de regresion son altamente significativos (p<0.001). El

coeficiente de correlacion multiple fue de 0.51 (p<0.01).

En el caso de la gestacién con embrion equino, la relacién se describe por la

ecuacion:

P4 = 4.79 + 0.014(eCG) + 2.99 (NoCL) +¢

Los dos coeficientes de regresion son altamente significativos (p<0.001). El
coeficiente de correlacion multiple fue de 0.44 (p<0.01).
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7.2.5. Mortalidad embrionaria y fetal

La incidencia general de mortalidad embrionaria (antes del dia 40 de la gestacion)
en el presente trabajo fue del 7.4 % (Cuadro 7.1). Solamente reabsorbieron sus
embriones 2 yeguas servidas con burro en el mes de junio, que los perdieron en
los dias 21 y 32 de la gestacion, y 2 yeguas servidas con caballo en el mes de
abril, que perdieron sus embriones en los dias 38 y 40. No se encontraron

diferencias significativas ni entre época ni entre tipos de gestacién (Cuadro 1).

Cuadro 7.1.- Incidencia de mortalidad embrionaria (antes del dia 40 de
gestacion) en yeguas gestantes con embrion equino o con embridon mula en
gestaciones que comenzaron en el mes de junio o en el mes de abril.

YEGUAS SERVIDAS EN Embrion mula Embrion Total
equino
Junio 11.1% 0% 6.7 %
(2/18) (0/12) (2/30)
Abril 0% 20 % 8.3 %
(0/14) (2/10) (2/24)
Promedio 6.2 % 9.1 % 7.4 %
(2/32) (2/22) (2/54)

Las diferencias entre épocas o tipos de gestacién no son significativas (P>0.05)

La incidencia de abortos (cuadro 7.2) se calculd a partir de las yeguas que
llegaron gestantes a la etapa fetal (dia 41 de la gestacién). De las yeguas
inseminadas en el mes de junio llegaron a la etapa fetal 16 yeguas gestantes con
burro que posteriormente sufrieron 4 abortos entre los dias 56 y 97 dias de la
gestacion, y 12 yeguas servidas con caballo, ninguno de los cuales aborté
posteriormente. En el caso de las yeguas inseminadas en el mes de abril llegaron
a la etapa fetal 14 yeguas servidas con burro, 5 de las cuales abortaron entre el
dia 80 y 98 de la gestacion, y 8 yeguas servidas con caballo, de las cuales
solamente una aborto, lo que ocurrié en el dia 103 de la gestacidn. La incidencia
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promedio de abortos fue significativamente mayor (p<0.05) en yeguas servidas
con burro (30 %) que en yeguas servidas con caballo (5 %). En cuanto al efecto
de época, aunque en las yeguas servidas en abril la incidencia de abortos fue casi
el doble que en las servidas en junio, dicha diferencia no alcanz6 el nivel de
significancia (p>0.05)

Cuadro 7.2.- Incidencia de abortos (pérdida de gestacion después del dia 40)
en yeguas gestantes con embrion equino o con embrion mula en
gestaciones que comenzaron en el mes de junio o en el mes de abril.

YEGUAS SERVIDAS EN Embrion mula Embrion Total
equino

Junio 25 % 0% 14.3 %
(4/16) (0/12) (4/28)

Abril 36 % 12.5% 27.2 %
(5/14) (1/8) (6/22)

Promedio 30 %a 5 °/ob 20 %
(9/30) (1/20) (10/50)

3P g diferencia en el nimero promedio de abortos entre tipo de gestacién es significativa (p<0.05).
La diferencia entre épocas no es significativa.

Al comparar el numero total de pérdidas de la gestaciéon (mortalidad embrionaria +
abortos), se encontrd que en las gestaciones que comenzaron en el mes de junio
hubo significativamente mas (p<0.05) pérdidas de gestacion entre las yeguas
gestantes con burro que en las gestantes con caballo (Cuadro 7.3). En las
gestaciones que comenzaron en el mes de abril no hubo diferencia significativa en
la incidencia de pérdida de gestacién (p>0.05). Al combinar las dos épocas se
encontré que la pérdida de gestaciones casi se triplico en las yeguas gestantes
con embridon mula con respecto a las gestantes con embrién equino, a pesar de lo
cual la diferencia no llegé a ser significativa. Las diferencias entre épocas no

fueron significativas en ningun tipo de gestacion.
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Cuadro 7.3.- Incidencia total de pérdida de gestacidn en yeguas gestantes
con embriéon equino o con embrién mula en gestaciones que comenzaron en
el mes de junio o en el mes de abril.

YEGUAS SERVIDAS EN Embrion mula Embrion Total
equino

Junio 33.3 %2 0 %° 20 %3P
(6/18) (0/12) (6/30)

Abril 36 %2 30 % 33.3 %2
(5/14) (3/10) (8/24)

Total 34.3 %2 13.6 %% 2599
(11/32) (3/22) (14/54)

#®Valores que no comparten por lo menos una literal son estadisticamente diferentes (p<0.05).

7.2.6 Descripcion de los casos de aborto en yeguas servidas con burro.

En las yeguas gestantes con embrion mula se presentaron 2 reabsorciones
embrionarias y 8 abortos. Las reabsorciones embrionarias se produjeron antes de
que se iniciaran los muestreos sanguineos, por lo que no es posible describir sus
caracteristicas endocrinas.

En el caso de los abortos, al analizar las relaciones entre las concentraciones de
cada una de las hormonas, los hallazgos ultrasonograficos y los hallazgos
histopatoldgicos, fue posible clasificarlos en cuatro grupos de acuerdo a sus
posibles causas, que se resumen en el cuadro 7.4.
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Cuadro 7.4 Clasificacion de las yeguas servidas con burro que abortaron de
acuerdo a la causa aparente del aborto

CAUSA APARENTE Numero

1

Deficiencia lutea primaria

Deficiencia lutea asociada con baja produccion de eCG 3
Luteolisis activa 2
Combinacion deficiencia lutea primaria/luteolisis activa 1
Patologia traumatico/infecciosa 2
Total 9

7.2.6.1  Yequa con deficiencia lutea primaria que aborté un embrion mula.

Bajo esta clasificacién se sitia una yegua (“Apache”) con concentraciones de
progesterona considerablemente menores a las encontradas en las yeguas
servidas con burro que tuvieron gestacion normal, a pesar de que sus
concentraciones de eCG fueron similares a las de las yeguas con gestacion
normal. En la figura 7.7 se observa esta yegua produjo en todo momento
concentraciones de eCG iguales o superiores a los promedios de las yeguas
servidas con burro que no abortaron. Sus concentraciones de progesterona
también fueron similares a las de yeguas normales durante las primeras 8
semanas de la gestacién, formando inclusive un cuerpo luteo secundario durante
la semana 7. Sin embargo, a partir de la semana 9 sus concentraciones se
redujeron a menos de la mitad de lo normal, y continuaron descendiendo
gradualmente hasta llegar a niveles basales en la semana 11, cuando se registré
el aborto. Como era de esperarse, las concentraciones de sulfato de estrona
desaparecieron rapidamente una vez producido el aborto. No se encontraron
cambios patolégicos en la placenta ni en el feto.
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Figura 7.7 Concentraciones de progesterona, eCG y sulfato de estrona en una yegua con
embrion mula que sufrié aborto por una deficiencia lutea primaria, Las flechas indican el
momento en que se registro la muerte fetal. El pico de progesterona en la semana 7
coincidio con la formacién de un cuerpo luteo accesorio, que se indica con un évalo negro.
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7.2.6.2 Yequas con deficiencia lutea asociada con baja produccion de eCG y que

abortaron embriones mula

En 3 de las yeguas servidas con burro que abortaron se encontraron
concentraciones tanto de progesterona como de eCG considerablemente menores
a los niveles promedio de las gestaciones normales de yeguas servidas con burro.

Los perfiles hormonales de estas yeguas se muestran en las figuras 7.8 a 7.10.

La yegua “Perla” (figura 7.8) representa un caso extremo de deficiencia en la
produccion de eCG, ya que en ningin momento mostrd elevacion alguna en las
concentraciones de esta hormona. Sus niveles de progesterona se mantuvieron
muy por debajo del promedio para yeguas servidas con burro, excepto durante
una elevacion transitoria que se presentd entre las semanas 7 y 8, coincidiendo
con la formaciéon de un cuerpo luteo accesorio. A partir de ese momento los
niveles de progesterona disminuyeron a un ritmo mucho mayor que el de las
yeguas normales, llegando a 0 en la semana 12.5, cuando se produjo el aborto.
Las concentraciones de sulfato de estrona siempre se mantuvieron muy por
debajo de lo normal, indicando fallas en el funcionamiento de la unidad feto-
placentaria. Sin embargo, no se encontraron cambios histopatoldégicos en la

placenta ni en el producto.

La yegua “Isabela” (figura 7.9) también acus6 una marcada y continua deficiencia
en la produccién de eCG, a pesar de lo cual en la semana 7 formd un cuerpo luteo
accesorio. Sus concentraciones de progesterona se mantuvieron normales hasta
la semana 7.5, a partir de la cual se inicié una vertiginosa caida, llegando a 0 en la
semana 9, cuando se produjo el aborto. La pérdida de la gestacion en esta yegua
se produjo demasiado pronto para registrar cambios en las concentraciones de
sulfato de estrona. El producto muerto se reabsorbi6 sin ser expulsado, por lo que
no fue posible realizar histopatologia de placenta y producto.

La yegua “Flower” (figura 7.10) mantuvo concentraciones de eCG de
aproximadamente 50 % de lo normal, a pesar de lo cual sus concentraciones de
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progesterona fueron normales durante las primeras 8 semanas, reduciéndose
posteriormente hasta llegar a 0 en la semana 10.5, cuando se produjo la muerte
fetal. Sus concentraciones de sulfato de estrona nunca se elevaron, lo que
pondria sugerir dafio a la unidad feto-placentaria. Sin embargo no se encontraron
cambios histopatologicos en la placenta ni en el producto.

25 4 —O— gestacion normal
embrion mula
—e&— Perla
20 4

5 6 7 8 9 10 M 12 13 14

semanas de gestacion

Figura 7.8 Concentraciones de progesterona, eCG y sulfato de estrona en una yegua con
embridon mula que sufrié aborto por deficiencia lutea asociada a ausencia de secrecion de
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eCG. Las flechas indican el momento en que se presenté la muerte fetal. EI momento de
formacion de un cuerpo luteo accesorio se indica con un évalo negro.
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Figura 7.9 Concentraciones de progesterona, eCG y sulfato de estrona en una yegua con
embrion mula que sufrié aborto por deficiencia lutea asociada a deficiente secrecion de
eCG. Las flechas indican el momento en que se registré la muerte fetal. EIl momento de
formacion de un cuerpo luteo accesorio se indica con un dvalo negro.
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Figura 7.10 Concentraciones de progesterona, eCG y sulfato de estrona en una yegua con
embrion mula que sufriéo aborto por deficiencia litea asociada a una produccion deficiente
de eCG. Las flechas indican el momento en que se registré la muerte fetal. El valo negro
indica el momento de formacién de un cuerpo liteo accesorio.
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7.2.6.3 Yeguas con lutedlisis activa que abortaron embriones mula

Dos yeguas servidas con burro que abortaron presentaron perfiles hormonales
que sugieren la ocurrencia de un fendmeno de luteolisis activa (figuras 7.11 y
7.12).

La yegua “Beauty” (figura 7.11) presenté durante la mayor parte de la gestacion
concentraciones de progesterona mas elevadas que el promedio encontrado en
gestaciones normales de yegua servida con burro. Sin embargo, en la semana 14
se produjo una caida muy abrupta en las concentraciones de progesterona, que
pasaron de 15 ng/ml en un muestreo a 0 ng/ml en el siguiente, momento en el que
se detectd la muerte del producto. En esta yegua las concentraciones de eCG se
mantuvieron siempre por encima del promedio para gestaciones normales de
yeguas servidas con burro. Las concentraciones de sulfato de estrona se
mantuvieron normales hasta la semana 13, cayendo bruscamente inmediatamente
antes de la deteccién de la muerte del producto. Cabe destacar que la caida en las
concentraciones de sulfato de estrona precedié por un muestreo a la caida en las
concentraciones de progesterona, lo que sugiere un dafo a la unidad feto-
placentaria. Sin embargo no se encontraron cambios patoldgicos en la placenta ni

en el feto abortado.

La yegua “Rubia” (figura 7.12) present6 un patrén similar al de la yegua descrita
anteriormente. Sus concentraciones de progesterona se mantuvieron muy
similares al promedio de gestaciones normales de yegua servida con burro hasta
la semana 12, cuando se inicié6 una repentina caida en las concentraciones de
progesterona, que pasaron de 9 ng/ml a 0 ng/ml en una semana, lo que fue
acompanado por la muerte del producto. Esta yegua habia mantenido siempre
concentraciones de eCG superiores al promedio para yeguas servidas con burro.
Las concentraciones de sulfato de estrona cayeron en forma simultanea a la caida
en las concentraciones de progesterona. No se encontraron cambios

histopatolégicos en la placenta ni en el feto abortado.
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Figura 7.11 Concentraciones de progesterona, eCG y sulfato de estrona en diferentes
semanas de la gestacion en una yegua con embrion mula que sufrié aborto por una
luteolisis activa. Las flechas indican el momento en que se registro la muerte del feto. El
momento de la formacion de un cuerpo liteo accesorio es indicado con un évalo negro.
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Figura 7.12 Concentraciones de progesterona, eCG y sulfato de estrona en diferentes
semanas de la gestacion en una yegua con embrion mula que sufrié aborto por regresion
del cuerpo luteo. Las flechas indican el momento en que se registré la muerte del producto.
El 6valo negro indica el momento en que se formoé un cuerpo liteo accesorio.
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7.2.6.4 Yequa con combinacion de deficiencia lutea primaria y lutedlisis activa

que aborté un embrion mula

La yegua “Lucia” (figura 7.13) mantuvo durante las primeras 8 semanas de la
gestacion niveles de progesterona de aproximadamente el 50% de los de las
yeguas con gestaciones mulares normales. La deficiencia en la produccion de
progesterona durante las primeras 8 semanas se presenté a pesar de que las
concentraciones de eCG fueron similares a las de las yeguas con gestacion
normal. Adicionalmente, en la semana 8.5 se produjo una abruta caida en las
concentraciones de progesterona, que pasaron de 4.5 ng/ml a 0 ng/ml entre un
muestreo y el siguiente a pesar de que las revisiones ultrasonograficas indicaban
que se acababa de formar un cuerpo luteo accesorio. El aborto en esta yegua se
presentd6 en forma muy temprana, por lo que no se determinaron las
concentraciones de sulfato de estrona. El producto se reabsorbi6 sin ser

expulsado, por lo que no se realizé histopatologia.
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Figura 7.13 Concentraciones de progesterona, eCG y sulfato de estrona en una yegua con
embrion mula que sufrio aborto después de una deficiencia IGatea primaria seguida por
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luteolisis repentina. Las flechas indican el momento en que se presenté la pérdida de la
gestacion. El ovalo negro indica el momento en el que se formé un cuerpo luteo accesorio.

92



7.2.6.5 Yequas con patologia traumatico-infecciosa que abortaron embriones
mula.

En las yeguas servidas con burro se presentaron dos abortos en los que se
encontraron cambios histopatoldgicos significativos en la placenta o en el

producto.

La yegua “Marimbacha” (figura 7.14) mostré hasta la semana 12.5 patrones
endocrinos similares a los de las yeguas con gestacién mular normal, formando en
la semana 7.5 un cuerpo luteo accesorio. A partir de la semana 12.5 se inici6é una
reduccion gradual de las concentraciones de progesterona, que después de una
semana y media llegaron a 0 ng/ml, coincidiendo con la muerte del producto. Las
concentraciones de sulfato de estrona cayeron en forma dramética en el muestreo
en el que se detecté la muerte del producto. Al estudio histopatolégico se
encontré hepatitis necrética focal moderada en el feto.

La yegua “Lucero” (figura 7.15) presentdé durante toda la gestacion niveles muy
bajos de eCG. Inicialmente presenté concentraciones relativamente bajas de
progesterona que se elevaron entre la semana 7 y 8, cuando se formé un cuerpo
luteo accesorio. Posteriormente las concentraciones de progesterona se redujeron
en forma marcada, permaneciendo en niveles de aproximadamente el 30 % de lo
normal entre la semana 9 y la semana 12, cuando se registré la muerte del
producto. Las concentraciones de sulfato de estrona nunca se elevaron. El estudio
histopatolégico reveld la presencia de placentitis asociado a una infeccion
bacteriana. Como antecedente se debe sefalar que la yegua sufri6 una herida

vulvar en la semana 8, la cual se infect6 moderadamente.
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Figura 7.14 Concentraciones de progesterona, eCG y sulfato de estrona en una yegua con
embrion mula que sufri6 muerte fetal sin presentar deficiencia de en la secrecion de eCG.
En el estudio histopatologico se encontro en el feto hepatitis necrética focal moderada. Las
flechas indican el momento en que se registré la muerte del producto. El 6valo negro indica
el momento en que se formé un cuerpo luteo accesorio.
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Figura 7.15 Concentraciones de progesterona, eCG y sulfato de estrona en una yegua con
embrion mula que sufrio muerte fetal después de un periodo de deficiencia lutea asociada
con ausencia en la produccion de eCG. La yegua ademas sufrié de placentitis con infeccion
bacteriana posiblemente originada por una herida vulvar. Las flechas indican el momento en
el que se produjo la muerte fetal. El 6valo negro indica el momento en el que se formé un
cuerpo luteo accesorio, que coincidié con la produccion de una herida vulvar.
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7.2.7. Descripcion del caso de aborto en una yegua servida con caballo

Como ya se senald, en las yeguas servidas con caballo se presentaron dos
muertes embrionarias tempranas que ocurrieron antes de establecer el
seguimiento periédico de las concentraciones hormonales. Adicionalmente se

presentd un aborto cuyas caracteristicas se describen a continuacion.

La yegua “Rosario” (figura 7.16) present6 a lo largo de toda la gestacion
concentraciones de eCG muy por debajo de lo normal para gestaciones con
embrién equino como el de ella, aunque superiores a las encontradas durante
gestaciones normales con embribn mula. Las concentraciones de progesterona
de esta yegua se mantuvieron casi siempre muy por debajo de lo normal para
gestaciones con embribn equino e incluso por debajo del promedio para
gestaciones con embrion mula. Entre las semanas 14 y 16 se produjo una gradual
reduccion en las concentraciones de progesterona hasta llegar a niveles basales.
Las concentraciones de sulfato de estrona se elevaron ligeramente mas lento de lo
normal entre las semanas 13 y 15 de la gestacién, y cayeron abruptamente
inmediatamente antes de registrarse la muerte fetal. En el estudio postmortem se
encontraron alteraciones vasculares en la placenta que sugieren que el feto curso
con sindrome de sufrimiento fetal por hipoxia. No se encontré evidencia de algun

proceso inflamatorio.
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Figura 7.16 Concentraciones de progesterona, eCG y sulfato de estrona en una yegua con
embrion equino que sufrido aborto asociado con insuficiencia latea primaria asociada con
hipofuncion placentaria y posible sufrimiento fetal. Las flechas indican el momento en que
se registro la muerte fetal. ElI 6valo negro indica el momento de formacion de un cuerpo
luteo accesorio.
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7.2.8 Descripcion de gestaciones normales con concentraciones bajas de
progesterona y eCG

En esta seccién se describen varios casos de yeguas que llevaron a término su
gestacion a pesar de tener concentraciones de progesterona y eCG
considerablemente menores a las encontradas en el resto de las gestaciones
normales de su propio tipo (embridbn equino o embrién mula). En un intento de
explorar los limites de compatibilidad de una gestacién exitosa con bajos niveles
hormonales los casos se presentaran iniciando con las deficiencias relativamente

menores hasta las aparentemente muy drasticas.

La yegua “Rosario” , (figura 7.17) que habia abortado durante el primer afo del
estudio (caso presentado en la figura 7.16), volvié a quedar gestante con embrién
equino en el siguiente ano, presentando otra vez una produccién de eCG muy
reducida para tratarse de una gestacion con embrién equino (figura 7.17). Las
concentraciones de progesterona también se mantuvieron siempre reducidas en
relacion al promedio de las gestaciones normales con embrién equino, aunque
considerablemente mas elevadas que en la gestacién en la que esta misma yegua
abortd. A diferencia de la gestacién que termind en aborto (figura 7.16), en la
gestacion exitosa (figura 7.17) las concentraciones de sulfato de estrona se
mantuvieron dentro del promedio. El hecho de que esta yegua presentara en dos
gestaciones sucesivas concentraciones bajas de eCG y progesterona sugiere que
se trata de una yegua con incapacidad genética para producir elevados niveles de
eCG.

La yegua “Candela” (figura 7.18) también se trata de un caso que a pesar de tener
una gestacion exitosa con embridén equino presentd concentraciones muy bajas de
eCG acompanadas de concentraciones de progesterona de aproximadamente el
50% de las encontradas en las gestaciones normales con embrién equino. Esta

yegua formé su primer y Unico cuerpo luteo accesorio en forma tardia (semana 11)
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Sus concentraciones de sulfato de estrona se mantuvieron rezagadas entre la

semana 12 y la semana 15, recuperandose a partir de ese momento.
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Figura 7.17 Concentraciones de progesterona, eCG y sulfato de estrona en una yegua con
gestacion exitosa de embridon equino a pesar de tener concentraciones reducidas de
progesterona y eCG. El 6valo negro indica el momento en que se formé un cuerpo luteo

accesorio.
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Figura 7.18 Concentraciones de progesterona, eCG y sulfato de estrona en una yegua con
gestacion exitosa de embrion equino a pesar de tener concentraciones reducidas de
progesterona y eCG. El 6valo negro indica el momento en que se formé un cuerpo luteo
accesorio.
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La yegua “Carifo” (figura 7.19) llevd a término en forma exitosa una gestacion con
embrion mula a pesar de que tanto sus concentraciones de eCG como las de
progesterona se mantuvieron siempre muy por debajo del promedio de las
concentraciones encontradas durante gestaciones normales con embriéon mula.
Las concentraciones de progesterona de esta yegua fueron ligeramente
superiores a las de otras yeguas que abortaron por deficiencia litea asociada a
falta de secrecion de eCG (figuras 7.7 y 7.8), por lo que el umbral de progesterona
necesario para mantener la gestacion puede ubicarse entre las concentraciones
encontradas en la yegua “Carino” y las encontradas en yeguas como las
representadas en las figuras 7.7 y 7.8. Las concentraciones de sulfato de estrona
en esta yegua fueron mayores que lo normal a partir de la semana 16, lo que
sugiere que la produccion de estrégenos por la unidad feto-placentaria no es
dependiente de concentraciones elevadas de progesterona. Por otra parte, la
ocurrencia de una ovulacion accesoria en la semana 10, mucho tiempo después
de que la eCG alcanz6 niveles basales, pone en entredicho la necesidad de la
eCG para inducir la ovulacién.

La yegua “Marimbacha”, que habia tenido un aborto asociado con una caida en
las concentraciones de progesterona entre las semanas 12 y 14 de la gestacion
(presentada en la figura 7.14), volvié a quedar gestante al afo siguiente con el
mismo semental burro (figura 7.20). En esta ocasién la yegua volvié a presentar
una profunda caida en sus concentraciones de progesterona, lo que ahora ocurrié
entre las semanas 8 y 10, cuando llegaron a menos de 1 ng/ml y se mantuvieron
asi por al menos tres semanas antes de volver a elevarse. Sorprendentemente la
yegua no abortd y llevd a término su gestacién a pesar de que a partir de la
semana 15 mantuvo una baja produccion de sulfato de estrona. Una posible
explicacion de la no ocurrencia de aborto podria ser la produccién de
progestagenos (no detectables como progesterona) a nivel placentario, lo que
podria estar apoyado por la elevacion relativa en la produccion de secrecion de
sulfato de estrona entre las semanas 11 y 13. Cabe destacar que también la
yegua “Carifno” (presentada en la figura 7.19) mantuvo una elevada produccion de
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sulfato de estrona asociada con el mantenimiento de la gestacion a pesar de tener
bajas concentraciones circulantes de progesterona.
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Figura 7.19 Concentraciones de progesterona, eCG y sulfato de estrona en una yegua con
embrion mula que presentdé una gestacion normal a pesar de presentar bajas
concentraciones de progesterona y eCG durante el estudio. El 6valo negro indica el
momento en que se formd un cuerpo luteo accesorio.
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Figura 7.20 Concentraciones de progesterona, eCG y sulfato de estrona en una yegua con
embrion mula que presento una gestacion normal a pesar de tener niveles sumamente bajos
de progesterona y bajos niveles de eCG. El ovalo negro indica el momento en el que se
formo un cuerpo luteo accesorio.
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7.3 DISCUSION

7.3.1 Perfiles hormonales y formacion de cuerpos luteos accesorios en
gestaciones normales.

Los perfiles de progesterona y eCG encontrados en el presente trabajo en
gestaciones normales de yeguas servidas con caballo coinciden con lo encontrado
por otros autores, (Kindhal, 1982, Squires, 1993 Allen y Stewart, 1993; Allen, 2001),
lo que también es el caso con los perfiles de yeguas servidas con burro. (Allen 1984,
Allen y Stewart 1993; Boeta y Zarco, 2005). La deficiente funcién lutea y la rapida
regresion de las copas endometriales entre la semana 72 y 112 en yeguas gestantes
con embrion mula han sido reportadas anteriormente y se deben al rechazo
prematuro que el sistema inmunoldgico de la yegua desencadena en contra de las
copas endometriales formadas a partir de células coriénicas de embriones mula
(Bergfelt et al, 1989; Allen et al, 1987; Allen, 2001b).

7.3.1.1 Efecto de la época del ano

En el presente trabajo no se encontraron diferencias entre épocas del afio con
respecto a los perfiles hormonales de las yeguas servidas con burro o de las yeguas

servidas con caballo que tuvieron gestaciones normales.

La falta de efecto de la época del afio sobre la secrecion de eCG era de esperarse
debido a que esta hormona placentaria se secreta en forma constitutiva y no esta
sujeta a regulacién por parte del eje hipotalamo-hipofisiario (Manning et al, 1987;
Allen, 1984; Allen y Stewartt, 1993; Roser, 1999). Tampoco se esperaban efectos de
la época sobre los perfiles de sulfato de estrona, ya que esta hormona se produce
principalmente mediante una colaboracion entre las gbnadas fetales, el higado del
feto y la placenta (Terqui y Palmer, 1997; Strauss et al, 1996; Albrecht et al, 1997;
Saint-Dizier et al, 2004), sin participacion del eje hipotdlamo-hipofisiario de la madre.
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En cambio, si se esperaba encontrar efectos de la época del afio sobre la secrecion
de progesterona, especialmente en las yeguas servidas con burro, en las que la casi
total ausencia de eCG (Boeta y Zarco, 2005) nos habia hecho sugerir que la funcion
litea durante la gestacion podria depender principalmente de las gonadotropinas
secretadas por la hipofisis materna, cuyos patrones de secrecién son fuertemente
influenciados por la época del ano (Palmer et al, 1982; Sharp, 1988; Ginther et al,
2005; Donadeu y Watson, 2007). La capacidad del cuerpo luteo de la gestacién para
continuar funcionando con el apoyo de LH hipofisiaria en ausencia total de eCG fue
demostrada por Allen et al. (1987), quienes reportaron que en gestaciones
xenogeénicas carentes de eCG el cuerpo Iuteo primario continua funcionando bajo el
estimulo de LH hipofisiaria, y que la supresién de la secrecién de esta hormona
mediante la retroalimentacidén negativa con progestagenos sintéticos resulta en una

pérdida inmediata de la funcién lutea.

Algunos factores que pueden explicar la falta de efecto de la época del afio sobre la
funcién lutea en yeguas servidas con burro en el presente trabajo son los siguientes:

1- La inhibicién de la secrecién de LH durante la época anovulatoria de la yegua
podria ser menos marcada que la inducida mediante retroalimentacién negativa con
progestagenos, lo que permitiria que hubiese una secrecién basal de LH en cantidad
suficiente para sostener la actividad del cuerpo luteo. Esta posibilidad es apoyada
por el hecho de que se encontré una yegua que quedo gestante con embrién mula al
final de la época reproductiva, y que presentd dos ovulaciones accesorias en total
ausencia de eCG (figura 7.21), lo que solamente podria ocurrir si hubiese existido la
secrecion de cantidades adecuadas de LH.

2- Las concentraciones de eCG en gestaciones con embrion mula, aunque muy
reducidas y en ocasiones practicamente indetectables, son superiores a la nula
secrecion encontrada cuando se transfieren embriones de burro a yeguas (Allen et
al, 1993a; 1993b), por lo que podrian ser suficientes para mantener una funcién lutea

basal, que no dependeria de la secrecion materna de LH. La dependencia a la LH
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del cuerpo luteo de la gestacién de yeguas servidas con burro (embrién mula) podria
ser evaluada mediante la administracibn de un progestageno sintético para
determinar si la retroalimentacion negativa sobre la LH resulta en una pérdida de la

funcion latea similar a la que ocurre en yeguas gestantes con embrién burro.

3.- La época del afno en que transcurrieron el segundo y tercer mes de la gestacion
en las yeguas utilizadas en el presente trabajo (agosto y septiembre) puede haber
coincidido con la época de transicion hacia la época anovulatoria, mas que con un
periodo de profunda inhibicién, por lo que por lo menos algunas yeguas podrian

haber estado aun en un periodo de secrecién normal de LH.

7.3.1.2 Diferencias en las concentraciones hormonales y formacion de cuerpos

luteos accesorios en yequas servidas con burro y yequas servidas con caballo con

gestaciones normales.

Debido a la falta de efecto de la época del afo sobre las concentraciones
hormonales se calcularon los perfiles promedio de cada hormona para todas las
gestaciones normales de cada tipo de yegua (servidas con caballo o servidas con
burro), sin diferenciar entre la época de gestacion de cada animal. Se encontré que
las concentraciones de progesterona fueron muy similares en ambos tipos de yeguas
hasta la semana 8 de la gestacion, aumentando a partir de ese momento en las
yeguas servidas con caballo pero no en las servidas con burro, por lo que las
concentraciones de progesterona en éstas ultimas fueron significativamente (p<0.01)
menores que las de yeguas servidas con caballo a partir de la semana 9 y hasta la
conclusién del estudio (figura 7.1). En el caso de la eCG, las concentraciones en las
yeguas servidas con caballo fueron significativamente mayores que las de las yeguas
servidas con burro desde la semana 6.5 hasta la semana 14 (figura 7.2). Estas
diferencias en los perfiles hormonales en funcion del tipo de embrion que lleve la
yegua confirman los hallazgos previos de Boeta y Zarco (2005). Por otra parte, las
concentraciones de sulfato de estrona fueron siempre muy similares en yeguas

servidas con caballo y yeguas servidas con burro (figura 7.3), lo que pareceria indicar
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que la reducida produccion de progesterona y eCG en las yeguas servidas con burro
no afecta el desarrollo ni la funcién de la unidad feto placentaria, por lo menos hasta
la semana 17 de la gestacién. Hasta donde sabemos nunca se habian comparado
las concentraciones de sulfato de estrona durante gestaciones normales de yeguas
servidas con caballo y yeguas servidas con burro, sin embargo, Boeta y Zarco (2005)
habian demostrado que el ritmo de crecimiento de la vesicula embrionaria durante
los primeros dias de la gestacion es muy similar en ambos tipos de yegua, lo que
soporta la hipétesis de que las concentraciones de progesterona en yeguas servidas
con burro alcanzan un nivel umbral suficiente para permitir el desarrollo normal del

producto.

7.3.1.3 Relacion entre eCG, progesterona y formacion de cuerpos luteos

accesorios

Es evidente que las diferencias en las concentraciones de progesterona entre ambos
tipos de yeguas se deben en gran medida a las diferencias en las concentraciones
de eCG, ya que existi6 una correlacién altamente significativa (p<0.01) entre las
concentraciones de ambas hormonas. El efecto de la eCG no fue exclusivamente un
efecto de estimulacién a los cuerpos luteos existentes, sino que fue mediado en gran
parte por la estimulacion de la formacién de cuerpos luteos accesorios. Asi, en el
caso de las gestaciones con embrién equino las concentraciones de progesterona se
elevaron en forma bifasica, registrandose una primera elevacién entre la semana 5 y
la semana 7 (figura 7.1), que corresponde con la elevacion inicial de las
concentraciones de eCG (figura 7.2) y con la formacion del primer cuerpo luteo
accesorio en todas las yeguas (semana 6.7 + 0.4; primera flecha en la figura 7.6).
Entre la semana 7 y 8 las concentraciones de progesterona se estabilizaron, lo que
podria indicar que el cuerpo luteo de la gestacién y el primer cuerpo luteo accesorio
alcanzaron su maximo nivel funcional en respuesta a concentraciones también
maximas de eCG. Este patrén bifasico de secrecion de progesterona asociado a la
secrecion de eCG y la formacién de cuerpos luteos accesorios ha sido descrito por
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otros autores (Allen, 1984; Bergfelt et al, 1989; Daels et al., 1995; Boeta y Zarco,
2005).

Posteriormente, en el presente trabajo se produjo una elevacion adicional en las
concentraciones promedio de progesterona entre la semana 8 y la semana 10 (figura
7.1), lo que se debié fundamentalmente a la ocurrencia de nuevas ovulaciones y la
formacion de nuevos cuerpos luteos accesorios durante ese periodo en la mayoria
de las yeguas. Asi, en la figura 7.6 se muestra que esta segunda elevacion en las
concentraciones de progesterona solamente se produjo en las 10 yeguas que
formaron un segundo cuerpo luteo accesorio (grupos 3 CL y 4 CL), ocurriendo
inmediatamente después de la formacion de esta estructura (segunda flecha en la
figura 7.6). Estos 2 grupos de yeguas tuvieron concentraciones de eCG
significativamente mas elevadas durante las semanas 8 y 9 que las yeguas que no
llegaron a formar un segundo cuerpo luteo accesorio (figura 7.6), lo que
probablemente fue fundamental para que se produjera la segunda ovulacién
accesoria. Un grupo de 4 yeguas servidas con caballo presentaron una tercera
ovulacion accesoria, por lo que llegaron a tener 4 CL, (figura 7.5). La formacion de
éste tercer cuerpo luteo accesorio ocurrié en promedio en la semana 10.4 + 0.4, y
posiblemente se debié a que entre la semana 9 y la semana 11 las concentraciones
de eCG en ese grupo de yeguas eran de casi el doble (p<0.01) que las encontradas
en las deméas yeguas (figura 7.6). Cabe destacar que la elevacion en las
concentraciones de progesterona que ocurrié después de la formacion del tercer
cuerpo luteo accesorio en las yeguas del grupo 4CL fue de pequena magnitud. Sin
embargo contrasta profundamente con la reducciéon en las concentraciones de
progesterona que se produjo en las demas yeguas a partir de la semana 11, lo que
provocd que las concentraciones de progesterona fueran significativamente mayores
(p<0.05) en el grupo 4CL que en los otros grupos desde la semana 13 hasta el final

del estudio.

En el caso de las yeguas servidas con burro la relacion entre concentraciones de

eCG, formacion de cuerpos Iuteos accesorios y concentraciones de progesterona es
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menos clara pero sigue existiendo. Asi, entre la semana 5 y 6.5 se registr6 un
incremento en las concentraciones de progesterona (figura 7.1) que coincidié con la
pequena elevacion en las concentraciones de eCG registrada en este tipo de
gestacion (figura 7.2) y con la formacién de un cuerpo lUteo accesorio en todas las
yeguas (primera flecha en la figura 7.6bis). Es interesante mencionar que entre la
semana 5 y la semana 8 las concentraciones de progesterona fueron muy similares
en las yeguas servidas con caballo y en las yeguas servidas con burro (figura 7.1) a
pesar de que las concentraciones de eCG fueron mucho menores en éstas ultimas
(figura 7.2). Esto sugiere que las concentraciones de eCG entre la semana 5y 8 en
las yeguas servidas con burro alcanzan en esta etapa de la gestacion el nivel umbral
necesario para lograr la induccion de una ovulacién accesoria y la estimulacién de
los cuerpos luteos, y es solamente después de la semana 8 de la gestacion cuando
las concentraciones de eCG son insuficientes en las yeguas servidas con burro, lo
que se refleja a partir de este momento en la divergencia entre las curvas de
progesterona de las yeguas servidas con burro y las yeguas servidas con caballo.
Cabe mencionar que estos resultados no coinciden con lo informado por Allen
(1987), quien trabajando con yeguas servidas con burro no encontré la formacion de
cuerpos luteos secundarios ni la elevacidon de las concentraciones de progesterona
observada en el presente trabajo entre las semanas 5 y 8. Sin embargo en el
presente trabajo se realizd el seguimiento de un nimero de gestaciones con embrién

mula mucho mayor al realizado por Allen (1987).

En la figura 7.6bis se observa que las concentraciones de eCG y progesterona de las
4 yeguas servidas con burro que formaron un segundo cuerpo luteo accesorio (grupo
3CL) no fueron distintas de las de las yeguas que solo formaron un cuerpo luteo
accesorio (grupo 2CL). La falta de diferencia en las concentraciones de eCG podria
indicar que después de la semana 8 de gestacién la ocurrencia o no de ovulacién en
yeguas servidas con burro podria deberse mas a diferencias en la sensibilidad a la
eCG que a diferencias en los niveles de esta hormona. Alternativamente, la
ocurrencia o no de ovulacién podria deberse a la presencia o ausencia de secrecion

de LH hipofisiaria en cantidad suficiente para inducir la ovulacion, lo que explicaria la
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ocurrencia de alguna ovulaciones accesorias en las semanas 10 u 11, cuando las
concentraciones de eCG casi habian alcanzado niveles basales (figura 7.6 bis), e
inclusive la presencia de 2 ovulaciones accesorias en una yegua que habia tenido

ausencia total de eCG durante varias semanas previas (figura 7.21)

Por otra parte, la falta de diferencia en las concentraciones de progesterona en
yeguas con 2 CL y yeguas con 3 CL (figura 7.6 bis) pareceria soportar la hipoétesis de
qgue en yeguas servidas con burro la estimulacion de la funcién lutea podria estar
dada por la LH hipofisiaria, o que a través de los mecanismos de retroalimentacion
propios del eje hipotdlamo-hipdfisis-génada (Nagy et al, 200; Ginther et al, 2005)
permitiria que las concentraciones circulantes de progesterona fuesen similares
independientemente del nimero de cuerpos luteos presentes. En las yeguas
servidas con burro solamente hubo una gestacion en la que se formaron 3 cuerpos
luteos accesorios, por lo que la yegua llegd a tener 4CL. Debido a que se trata de
una sola yegua no es posible comparar estadisticamente sus perfiles hormonales
contra los de otros grupos de yeguas, pero no puede dejar de mencionarse que esta
yegua tuvo concentraciones de eCG muy por encima de las alcanzadas por las otras
yeguas servidas con burro, y que sus concentraciones de progesterona a partir de su
ultima ovulacién también fueron muy superiores a las alcanzadas por otras yeguas
con este tipo de gestacion.

7.3.2 Mortalidad embrionaria y fetal

7.3.2.1 Efecto de la época del ano

En los cuadros 7.1, 7.2 y 7.3 puede observarse que no se encontraron diferencias
entre épocas del ano con respecto a las pérdidas de gestacion en yeguas servidas
con burro o con caballo, a pesar de que en las yeguas que quedaron gestantes al
inicio de la época reproductiva (abril), la primera mitad de la gestacion transcurrié en

plena época reproductiva, cuando las concentraciones de LH estan elevadas
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(Sharp,1988; Ginther y Gastal 2005), mientras que en las yeguas que quedaron
gestantes en el verano la primera mitad de la gestacion transcurrié cuando las
concentraciones de LH se reducen debido a que la yegua entra en época
anovulatoria (Sharp, 1988;). Esta falta de efecto de la época del ano era de
esperarse en el caso de las yeguas servidas con caballo, cuya produccion de altas
concentraciones de eCG (Boeta y Zarco, 2005) garantizaria la vitalidad de los
cuerpos luteos de la gestacion aun en la época del afno en que la secreciéon de LH
esta inhibida. En cambio, en el caso de las yeguas servidas con burro los resultados
del trabajo no concuerdan con nuestra hipétesis de trabajo, que postulaba que al no
contar con niveles adecuados de eCG, las yeguas gestantes con burro en la época
en que la secrecion de LH estd reducida tendrian mayores dificultades para

mantener la gestacion.

7.3.2.2. Diferencias en mortalidad embrionaria y fetal entre yequas servidas con

caballo y yeguas servidas con burro.

En el cuadro 7.1 se observa que la incidencia de mortalidad embrionaria (antes del
dia 40 de la gestacion) en yeguas servidas con burro (6.2 %) no fue diferente
(P>0.05) a la de yeguas servidas con caballo (9.1 %). Esta falta de diferencia en
cuanto a mortalidad embrionaria ya habia sido observada por Boeta y Zarco (2005), y
es de esperarse debido a que las concentraciones de progesterona en ambos tipos
de gestacion son muy similares hasta ella semana 8 de la gestacion (figura 7.1), y
solamente comienzan a separarse en etapas posteriores. La incidencia de
mortalidad embrionaria fue similar a la encontrada por Boeta y Zarco (2005) e inferior
a la informada por Vanderwall y Newcombe (2007), aunque debe tomarse en cuenta
que Vanderwall y Newcombe (2007) iniciaron su seguimiento a partir de diagnésticos
mas tempranos de gestacion, por lo que tuvieron mayor oportunidad de registrar
muertes embrionarias muy tempranas. Ellos informaron que la mayor parte de las
muertes embrionarias se produjeron entre el dia 15 y el dia 20 de la gestacion, es
decir antes de que se iniciara el seguimiento en el presente trabajo.
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El caso de la mortalidad fetal (después del dia 40 de la gestacién) es diferente, ya
que al igual que en los trabajos de Allen (1984) y de Boeta y Zarco (2005), en el
presente trabajo la incidencia en yeguas servidas con burro (30 %) fue
significativamente mayor (P<0.05) que la de yeguas servidas con caballo (5 %)
(Cuadro 7.2). Esta ultima fue similar a la encontrada previamente por otros autores
en yeguas servidas con caballo (Carnevale y Ginther, 1995). Solamente un caso de
muerte fetal en yegua servida con burro (figura 7.13) ocurrié en una etapa de la
gestacion en la que las concentraciones de progesterona de las yeguas servidas con
caballo y las de las yeguas servidas con burro son similares. Los demés casos de
muerte fetal en yeguas servidas con burro ocurrieron en promedio en el dia 81 + 4 de
la gestacion, etapa en que las concentraciones de progesterona (figura 7.1) y eCG
(figura 7.2) durante gestaciones normales de yeguas servidas con burro fueron muy
inferiores (p<0.01) a las de las yeguas servidas con caballo. Tanto Allen (1987) como
Boeta y Zarco (2005) también encontraron la mayor incidencia de muerte fetal al final
del tercer mes de gestacion en yeguas servidas con burro. Como se vera en la
siguiente seccién, la mayoria de los casos de muerte fetal parecen estar
relacionados en mayor o menor medida con una deficiencia aun mayor de

progesterona durante los dias o semanas previos al aborto.

Como resultado de la mayor incidencia de mortalidad fetal, la incidencia total de
pérdidas de gestacion de las yeguas servidas con burro fue casi del triple (34.3%)
que la de las yeguas servidas con caballo (13.6 %). Aunque la diferencia no llegé a
ser significativa (p>0.05), confirma lo observado en estudios previos (Allen, 1984;
Boeta y Zarco, 2005) y es sin duda una de las causas principales del bajo indice de
paricion anual observado en hatos de yeguas dedicados a la produccién de mulas
(Jordao et al, 1954).

En el presente trabajo el aborto en yeguas servidas con burro ocurrié en promedio en
el dia 81 £ 4 de la gestacion
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7.3.2.3 Analisis de las causas de mortalidad fetal

Como se resume en el cuadro 7.4, la mayor parte de los abortos en yeguas servidas
con burro estuvieron asociados con una deficiencia de un tipo u otro en la produccién
de progesterona. Asi, un aborto estuvo asociado con concentraciones excesivamente
bajas de progesterona a pesar de tener concentraciones de eCG similares a las
yeguas servidas con burro que tuvieron gestacion normal (Insuficiencia lutea
primaria, figura 7.7); tres abortos ocurrieron en yeguas con concentraciones bajas de
progesterona a su vez asociadas con muy baja o nula produccion de eCG
(Insuficiencia lutea secundaria, figuras 7.8 a 7.10); en otras 2 yeguas las
concentraciones de progesterona disminuyeron abruptamente inmediatamente antes
de la muerte del feto, posiblemente a causa de una luteolisis por secrecién activa de
PGF2a (figuras 7.11 y 7.12). Otra yegua (figura 7.13) mostrd perfiles hormonales
compatibles tanto con una insuficiencia litea primaria como con luteolisis activa;
finalmente, las muertes fetales ocurridas en las ultimas dos yeguas (figuras 7.14 y
7.15), aunque involucraron componentes traumatico/infecciosos, también estuvo
asociada con concentraciones inapropiadas de progesterona. A diferencia del estudio
de Boeta y Zarco (2005), en el presente trabajo no se encontraron casos de muerte
fetal repentina sin evidencia de alteraciones endocrinas.

La deficiencia lutea primaria como causa de muerte fetal ya habia sido encontrada
por Boeta y Zarco (2005) en una yegua servida con caballo. En el presente trabajo se
encontré una yegua servida con burro que también mostré una marcada insuficiencia
lutea a partir de la semana 8 de la gestacion a pesar de que su produccién de eCG
era ligeramente superior a la de las yeguas con gestacion normal de embrién mula
(figura 7.7). Después de 3 semanas de una deficiente funcién Iutea se produjo la
muerte del producto. Cabe destacar que este no fue el Unico caso de insuficiencia
lutea primaria, pues otra yegua servida con burro (figura 7.13) también mantuvo una
deficiente produccién de progesterona, en este caso desde que se iniciaron los

muestreos, a pesar de tener concentraciones normales de eCG. Esta yegua termin6
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abortando debido a un aparente proceso de luteolisis activa, que sin embargo no
niega el hecho de que desde semanas antes existia una insuficiencia lutea primaria.
En forma similar, una yegua servida con caballo (“Rosario”) también abort6 después
de 10 semanas de mantener concentraciones de progesterona mucho menores que
las encontradas en gestaciones normales de yegua con caballo e incluso menores
que las encontradas en gestaciones normales de yeguas servidas con burro (figura
7.16). Aunque las concentraciones de eCG en esta yegua fueron menores a las
encontradas durante gestaciones normales de yeguas servidas con caballo, fueron
superiores a las de gestaciones normales de yeguas servidas con burro, por lo que
podria caracterizarse como un caso de insuficiencia lutea primaria. En la placenta de
esta yegua se encontraron alteraciones vasculares que podrian ser debidas a la
insuficiencia crénica de progesterona, y que a juzgar por las concentraciones
circulantes de sulfato de estrona al parecer afectaron el desarrollo y/o bienestar del
feto durante las dos semanas previas a su muerte. Es dificil conocer las causas de
la insuficiencia lutea primaria; podria tener su origen tanto en una defectuosa
formacidn y/o vascularizaciéon del cuerpo luteo, como en una relativa insensibilidad a
la LH/eCG. Podria inclusivo tener un componente genético, ya que en el presente
trabajo se siguié a la yegua “Rosario” durante una gestacidn subsecuente,
encontrandose una vez mas una hipofuncién lutea (figura 7.17), aunque no tan

marcada como la registrada durante su gestacion anterior.

La insuficiencia lutea secundaria a deficiencia de eCG como causa de aborto en
yeguas servidas con burro habia sido descrita antes en un solo caso de aborto en
una yegua servida con caballo que aparentemente no es capaz de producir eCG
(Boeta y Zarco, 2005). Los tres casos encontrados en el presente trabajo variaron
desde una total ausencia de eCG acompanada por insuficiencia lutea durante varias
semanas antes de producirse el aborto (figura 7.8), hasta una produccién reducida
de eCG (menos de 30 Ul/ml) acompanada por una disminucién muy gradual pero
completa de la funcién Iutea (figura 7.10), asi como un caso intermedio con una muy
breve secrecion de eCG seguida por regresién latea (figura 7.9). Las causas de la

falla en la secrecion de eCG no se conocen con precision, aunque parece haber un
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componente genético, ya que se han detectado yeguas que en gestaciones repetidas
no producen eCG (Manning et al, 1987; Boeta y Zarco, 2005).

Por otra parte, la deficiente o nula producciéon de eCG no siempre resulté en aborto.
Asi, las yeguas “Carifio” (figura 7.19), “Candela” (figura 7.21), “Rubia” (figura en
anexo 7.5.3) y “Gitana” (figura en anexo 7.5.3) mantuvieron sus gestaciones a pesar
de tener perfiles de eCG tan deficientes como las de las tres yeguas que abortaron.
Existen indicios de que en estos casos podria haber existido una sensibilidad
excepcional a la eCG o haber ocurrido secrecion de LH en cantidad suficiente para
evitar la dependencia de la eCG. Asi, la yegua “Carifo” (figura 7.19) mostr6 entre la
semana 5 y la semana 7 una elevacién en las concentraciones de progesterona
similar a la registrada en las yeguas con gestacion normal de eCG. Ademas, en la
semana 9 formdé un cuerpo lUteo accesorio a pesar de tener concentraciones
bajisimas de eCG durante la semana previa. Por su parte, la yegua “Candela” (figura
7.21) mostré entre la semana 5 y la semana 11 elevaciones periddicas en sus
concentraciones de progesterona que no estuvieron acompanadas por la formacion
de cuerpos luteos accesorios ni por elevaciones de eCG, pero que lograron mantener
el perfil general de progesterona cerca del perfil normal para yeguas servidas con
burro. Adicionalmente, entre la semana 13 y 14 form6 dos cuerpos lUteos accesorios
a pesar de que las concentraciones de eCG se habian mantenido indetectables
durante muchas semanas. La yegua “Rubia” (figura en anexo 7.5.3) también
mantuvo concentraciones de progesterona similares al perfil normal de progesterona
a pesar de que sus concentraciones de eCG bajaron en forma prematura. Esta
yegua logré formar un cuerpo luteo accesorio durante su muy breve periodo de
secrecion de eCG. Finalmente, la yegua “Gitana” (figura en anexo 7.5.3) también
logré formar un cuerpo luteo accesorio en la semana 5, lo que ayudo a mantener
niveles de progesterona cercanos a los 5 ng/ml. Adicionalmente, esta yegua mostré a
partir de la semana 9 un muy marcado incremento en las concentraciones de
progesterona, que aunque no fue acompanado por el registro ultrasonografico de la

formacién de un nuevo cuerpo luteo accesorio sugiere por lo menos una luteinizacion
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folicular que podria haberse dado en respuesta a los muy bajos niveles de eCG

presentes aun durante la semana previa.

Boeta y Zarco (2005) también informaron de 7 casos de yeguas servidas con burro
que llevaron a buen término sus gestaciones a pesar de nunca haber mostrado
elevaciones de eCG. Desafortunadamente en ese trabajo no se realizé un
seguimiento ultrasonografico de los ovarios, por lo que no es posible saber si dichas
yeguas fueron capaces de formar cuerpos luteos accesorios en ausencia de eCG. En
todo caso, los resultados del presente trabajo junto con los de Boeta y Zarco (2005)
indican que aunque la deficiencia de eCG puede en algunos casos resultar en
aborto, dicha hormona no es siempre indispensable para mantener la gestacion y
podrian existir otras formas de mantener una estimulacion lutea suficiente, como ha
sido sugerido por Allen (1984), Allen et al (2001b) y Boeta y Zarco (2005). Por otra
parte, es posible que después de la semana 10 de la gestacién la produccion de
progestagenos placentarios sea suficiente para mantener la gestacion (Pashen and
Allen, 1979; Strauss et al, 1996), como lo sugiere el caso de 5 yeguas servidas con
caballo en las que las concentraciones de progesterona se redujeron drasticamente a
partir de dicha semana (anexo 7.5.2) y sin embargo mantuvieron gestaciones
normales. Es evidente que en estas yeguas la ausencia de eCG resultd en disfuncién
lUtea, a pesar de lo cual la gestacion se mantuvo. En una de las yeguas (“Martina”) la
gestacion se mantuvo a pesar de que ultrasonograficamente se detecto la
desapariciéon de sus dos cuerpos luteos durante la semana 13 de su gestacion.

La luteolisis activa parece haber sido la causa de dos abortos (figuras 7.11y 7.12) y

haber contribuido a uno mas (figura 7.13). Tampoco puede descartarse que haya

sido la causa de un aborto mas (figura 7.9). La magnitud y velocidad de la caida en

las concentraciones de progesterona que precedid a la muerte del producto es

compatible con una regresion lutea por secrecién activa de PGF2a (Daels et al, 1989;

1991). Previamente Boeta y Zarco (2005) habian descrito 6 casos de aborto

acompanados de una repentina  destruccion de los  cuerpos luteos.

Experimentalmente se ha demostrado que la administracién exégena de endotoxinas
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provoca secrecion de PGF2a y aborto en yeguas gestantes (Daels et al, 1991).

También se ha demostrado que la presencia de eCG durante la gestacién de la

yequa protege a los cuerpos luteos de la gestacion contra los efectos luteoliticos de

la PGF2a, por lo que Boeta y Zarco (2005) propusieron que la pobre produccién de

eCG en yequas servidas con burro podria predisponerlas a sufrir regresion IGtea ante

cualquier factor exdgeno capaz de inducir la secrecion de PGF2a, como seria una

endotoxemia por célico, laminitis, trauma, etc. A este respecto, en estudios

preliminares hemos encontrado que las yeguas servidas con burro son mucho mas

susceptibles a la administracién exégena de PGF2a, abortando con mayor frecuencia

después de dicha administracién (Flores et al, datos no publicados; Velazquez et al,

datos no publicados), lo que apovya la idea de que una de las causas de mayor

incidencia de abortos en yeguas servidas con burro es su mayor susceptibilidad a la

secrecion de PGF2a, que a su vez es debida a su menor produccion de eCG.

Con respecto a la secrecidén de sulfato de estrona, en el presente trabajo se encontrd

que algunos casos de hipofuncién lutea prolongada estuvieron asociados con una

deficiente secrecion de sulfato de estrona durante varias semanas antes de

producirse el aborto (figuras 7.8 v 7.15), lo que podria indicar que la deficiencia de

progesterona afecté el desarrollo y/o funcién de la unidad feto-placentaria, ya que

Terqui y Palmer (1979) demostraron que la produccion de sulfato de estrona en la
yegua gestante es dependiente tanto de la presencia de un feto viable que produzca
cantidades normales de DHEA, como de la presencia de una placenta funcional con
capacidad de aromatizacion normal, por lo que si alguna de las dos partes no esta
funcionando adecuadamente la estrona puede dejar de producirse en cantidades
adecuadas._Por otra parte, en todas las yeguas se produjo una abrupta caida en las

concentraciones de sulfato de estrona inmediatamente antes o al mismo tiempo que

se reqgistré la muerte del producto, tal como lo describieron Henderson et al (1998) en

abortos inducidos. Esto podria sugerir que el seguimiento de las concentraciones de

esta hormona puede ser Util para monitorear la gestacién cuando no se cuenta con

ultrasonido. La determinacién de sulfato de estrona en plasma y orina ha sido

utilizada tanto para diagnosticar la gestacion en yeguas después de los 70 dias de
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gestacion como para monitorear la viabilidad fetal (Terqui y Palmer, 1979; Madej y
Kindahl, 1987). Hasta donde sabemos, en el presente trabajo se demuestra por
primera vez que los patrones de secrecién de sulfato de estrona son similares en
yeguas gestantes con embrion caballo y yeguas gestantes con embrién mula, por lo
qgue los patrones de esta hormona pueden ser utilizados para monitorear gestaciones
de yeguas servidas con burro en forma similar a como se hace en yeguas servidas

con caballo.
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7.4 CONCLUSIONES

En este trabajo se concluye que las perdidas de gestacion ocurridas al final de la
época ovulatoria no fueron significativamente mayores a las que se presentaron al
inicio de la época ovulatoria, por lo que al tomar en cuenta una sola época se
encontré que los abortos presentados en el grupo de yeguas servidas con burro
fueron significativamente mayores (P<0.05) que los que se presentaron en yeguas
servidas con caballo. Se confirmé que las concentraciones de progesterona y eCG
circulantes en yeguas servidas con burro son significativamente menores que en
las yeguas servidas con caballo, lo que aumenta el riesgo de sufrir aborto tanto
por una insuficiencia lutea crénica como por un mayor riesgo de sufrir luteolisis
activa. Sin embargo, también se demostr6 que la presencia de concentraciones
elevadas de eCG no siempre es indispensable ni para la formacién de cuerpos
luteos accesorios ni para mantener concentraciones de progesterona compatibles

con una gestacion exitosa.
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7.5 ANEXO — PERFILES HORMONALES DE LAS YEGUAS NO INCLUIDAS EN
EL CUERPO DEL CAPITULO VII

7.5.1 Yeguas servidas con burro que tuvieron gestacion normal y
concentraciones normales o elevadas de progesterona y eCG.

25 - —O— gestaciéon nomal
embrion mula
—e— Lola
20 -

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

ssmanas de gestacion
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15 -

10 -

—O— gestacion nommal
embrion mula
—e— Ronaldifia

150 +

125

100 +

eCG ui/r
ol

9 10 11 12 13 14 15 16 17
semanas de gestacion
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—O— gestacion normmal
embridon mula
—e— Cecilia

15 .

10

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

semanas de gestacion
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15 -

10 -

—1— gestacion normal
embrion mula
—e— Colorina

10 11 12 13 14 15 16 17

6 7 8 9
semanas de gestacion

124



—{— gestacion normal
25 embrion mula
—e— Padlina

15 4

10 +

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

semanas de gestacion
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25 4 —+— gestacion normal
embrién mula
—e— Parfila

15

10 4

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

semanas de gestacion
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25+ —{J— gestaciéon normal
embrion mula
—e— Cuca

15

10

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

semanas de gestacion
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—— gestacion normal
embrion mula
—e— Negra

15

10 4

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

semanas de gestacion
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25+ —0O0— gestacion nomal
embrion mula
—e— Rosilla

154

10 - . .

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

semanas de gestacion
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—O— gestacion normal
embrion mula
—e— Rose

15 -

10 -

150

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

semanas de gestacion
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7.5.2 Yeguas servidas con burro que tuvieron gestacion normal y
concentraciones bajas de progesterona a partir de la semana 10.
257 —O— gestacion nomal
embrion mula
—e— Martina

154

10 -

0\\\\\\\\\\\\\\\

O+———"—+———— —— T
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
semanas de gestacion

NOTA: EL dvalo negro denota la aparicion de un cuerpo lateo secundario. Los 6valos
blancos denotan el momento en que el cuerpo luteo primario y el secundario dejaron de
observarse ultrasonograficamente
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—O— gestacion nommal
25 1 embrién mula
—e— Asturiana

15 .

10 A

O+—F—F——
5 6 7

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
semanas de gestacion
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—— gestacion nommal
embridon mula
' —s—Fara

154

104

150 -

125 4

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

semanas de gestacion
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254 —{— gestacion nommal

‘ embrion mula
—e— Manchitas
15

104

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

semanas de gestacion
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—O— gestacion normal
embrion mula
—e— Giaconda

154

10 4

150

125 4

100 +

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
semanas de gestacion

135



7.5.3 Yeguas servidas con burro que tuvieron gestacion normal con
concentraciones excesivamente bajas de eCG

25 - —0O— gestacion normal
embrion mula
—e— Rubia
20 4

150

125

100 -

O+—F7—7————— —
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

sermanas de gestacion
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15

10 +

—3— gestacion nomal
embrion mula
—e— Gitana

9 10 11 12 13 14 15

semanas de gestacion
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7.5.4 Yeguas servidas con caballo que tuvieron gestacion normal

50 4 ——— gestacion normal
embrién equino
—%— Isabela

10

:

07 T T T T T T T T T T T T
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

semanas de gestacion
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—=—=— gestacion nommal
embridn equino
—¥— loba

10

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

semanas de gestacion
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—=—=— gestacion nommal
50 - embrion equino
—x— Colorada

10 -

1200 +

1000 -

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
semanas de gestacion
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—=—— gestacion normal

embrion ino
50 1 . . —x— Chela e

O +—————
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semanas de gestacion
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10 4

—=—=— gestacion normal
embrion equino
—%— Chanvita

5 6 7

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
semanas de gestacion
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——— gestacion normal
emrbrién equino
—X— Camila
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7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

semanas de gestacion

5 6
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——— gestacion nomal

embrion equino

—x— Blondy

15 1

10 1

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

semanas de gestacion
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25 —=—=— gestacion normal
embrién equino
—X%— Mdinche

15 1 .
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100 +

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
semanas de gestacion

5 6
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254 ——— gestacion normal
embrion equino
—¥— Calandria

15

10 4

100 +

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
semanas de gestacion
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25 ——— gestacion normal
embrion equino
—¥— Margarita
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7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

5 6

semanas de gestacion
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o5 - ——— gestacion normal
embrion equino
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