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RESUMEN

Papel de la gonadotropina coridénica equina en la estimulacion de la
esteroidogénesis durante la gestacién equina. Urias CC, Boeta AM, Rojas MS,
Rodriguez CA, Zarco L. El objetivo del presente trabajo fué evaluar el papel de la
gonadotropina coridonica equina (eCG) en la estimulacibn de la secrecion de
progesterona, androstenediona, testosterona y estradiol durante los primeros 4 meses
de la gestacion equina. Se utilizaron 20 yeguas divididas al azar en dos grupos:
Yeguas inseminadas con semen de caballo (n=10) y yeguas inseminadas con semen
de burro (n=10), las cuales normalmente producen cantidades muy pequefias de
eCG. A partir del dia 30 de la gestacion se realizaron 2 veces a la semana
ultrasonidos para determinar el nimero de cuerpos liteos. También 2 veces a la
semana se obtuvieron muestras de sangre. Se separd0 el plasma mediante
centrifugacion a 3,000 rpm durante 10 minutos. Las concentraciones de eCG,
testosterona y estradiol se midieron mediante enzimo inmunoensayo (ELISA) en
placas de micro titulacién. Tanto las concentraciones de progesterona como la
androstenediona se midieron por radioinmunoanalisis (RIA) en fase soélida. Se utilizo
un analisis de varianza para mediciones repetidas para comparar las concentraciones
semanales de andrégenos, estrégenos, progesterona y eCG entre grupos (yeguas
servidas con caballo y yeguas servidas con burro). Las concentraciones de eCG
siempre fueron mayores en las yeguas servidas con caballo que en las yeguas
servidas con burro. Las diferencias entre ambos tipos de gestacion fueron
estadisticamente significativas entre la semana 7 y la semana 13 de la gestacion
(p<0.01). Las concentraciones de progesterona siempre fueron mayores en las
yeguas servidas con caballo que en las yeguas servidas con burro, siendo las
diferencias entre los dos tipos de gestacién estadisticamente significativas (p<0.05)
desde la semana 10 hasta la semana 17 de la gestacion (p<0.01). Las
concentraciones promedio de androstenediona durante todo el periodo de muestreo
fueron significativamente mayores en yeguas servidas con caballo que en yeguas
servidas con burro (p<0.05). Las concentraciones promedio de testosterona siempre
fueron mayores en las yeguas con embridon equino que en las yeguas con embrion
mula, siendo las diferencias entre ambos tipos de gestacion significativas en las
semanas 7, 9y 10 (P<0.05).

A través de modelos de regresion lineal que consideran los efectos lineales vy
cuadréaticos de la semana de gestacién y los efectos lineales y cuadraticos de las
concentraciones de eCG, se determin6 que las concentraciones de eCG circulantes
tienen efectos importantes sobre la secrecion de progesterona, androstenediona y
testosterona, siendo los efectos mas notorios en las yeguas servidas con caballo
debido a su mayor secrecion de eCG. En cuanto a las concentraciones de estradiol se
observdé que los valores predichos se ajustan adecuadamente a los reales sin
necesidad de incluir los efectos de las concentraciones de eCG.

Se concluye que la eCG estimula la produccién de progesterona, androstenediona y
testosterona, pero no la de estradiol durante la gestacion equina.

Palabras clave: esteroidogénesis, eCG, gestacion equina, gestacion mular



ABSTRACT

The role of equine chorionic gonadotropin in steroidogenesis stimulation during
equine pregnancy. Urias CC, Boeta AM, Rojas MS, Rodriguez CA, Zarco L. The
objective of the present work was to evaluate the role of equine chorionic
gonadotropin (eCG) in the stimulation of progesterone, androstenedione, testosterone
and oestradiol secretion during the firsts 4 months of equine pregnancy. Twenty mares
were randomly divided assigned to two groups: The control group was formed by
mares inseminated with stallion semen (n=10) and the experimental groups included
mares inseminated with donkey semen (n=10), which normally produce very low
quantities of eCG. Ultrasound examinations were carried out twice a week from day 30
to day 120 of pregnancy. Blood samples were also obtained twice a week and the
plasma was separated by centrifugation at 3,000 rpm during 10 minutes. The
concentrations of eCG, testosterone and oestradiol were measured by enzyme
immuno assay (EIA) in microtitration plates. Progesterone and androstenedione
concentrations were measured by solid-phase radioimmunoassay. Analysis of
variance for repeated measures was used to compare the weekly concentrations of
androgens, estrogens, progesterone and eCG between groups (mares served with
stallion semen and mares served with donkey semen). The eCG concentrations were
always higher in mares served with stallion than in mares served with donkey. The
differences between both kind of pregnancies were statistically significant between the
7th and the 13th week of pregnancy (p<0.01). Progesterone concentrations were
always higher in the mares served with stallion than in the mares served with donkey,
the differences between the two kind of pregnancy being statistically significant
(p<0.05) between the 10th week and the 17th week of pregnancy (p<0.01). The mean
androstenedione concentrations during the whole sampling period were significantly
higher in the mares served with stallion than in mares served with donkey (p<0.05).
The mean concentrations of testosterone were always higher in the mares with equine
embryo than in the mares with mule embryo, the differences between both types of
pregnancy being significant on weeks 7, 9 and 10 (P<0.05).

For each hormone a regression model that included the quadratic and lineal effects of
the week of pregnancy week and the quadratic and lineal effects of the eCG
concentrations was calculated. It was found that eCG concentrations have important
effects on progesterone, androstenedione and testosterone secretion, the effects
being more evident in the mares served with stallion due to their larger eCG
production. On the other hand, oestradiol concentrations were adequately predicted
without including the effects of eCG concentrations.

It is concluded that during equine pregnancy eCG stimulates progesterone,
androstenedione and testosterone secretion, but not oestradiol production.

Key words: steroidogenesis, eCG, equine pregnancy, mule pregnancy
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PAPEL DE LA GONADOTROPINA CORIONICA EQUINA EN LA
ESTIMULACION DE LA ESTEROIDOGENESIS DURANTE LA GESTACION
EQUINA

1. INTRODUCCION

Durante las primeras semanas de gestacion de la yegua ocurren oleadas de
desarrollo folicular cada 10 a 12 dias debido a la presencia de elevaciones
periddicas de la hormona foliculo estimulante (FSH). Los foliculos dominantes que
se desarrollan antes del dia 30 de la gestacion no llegan a ovular debido a que los
niveles altos de progesterona impiden el desarrollo de una secrecion preovulatoria
de LH. Sin embargo, a partir del dia 35 pueden producirse ovulaciones debido a la
presencia de gonadotropina coridnica equina (eCG), la cual actia en los
receptores de LH de las células del foliculo (Ginther, 1992a).

Como resultado de las ovulaciones que ocurren durante la gestacion, a
partir del dia 35 en la mayoria de las yeguas se forma un cuerpo lateo secundario,
al cual se le pueden unir otros cuerpos luteos suplementarios durante oleadas
foliculares posteriores (Squires et al., 1974c).

Aparentemente la eCG no solamente provoca las ovulaciones accesorias y
la formaciéon de cuerpos luteos secundarios, sino que también estimula tanto al
cuerpo lateo primario como a los secundarios para que mantengan su secrecion
de progesterona hasta el dia 150 o 180 de la gestacién, cuando sufren regresién
debido a que deja de secretarse la eCG (Ginther y First, 1971; Squires et al.,
1974b).

La eCG es producida en estructuras denominadas copas endometriales,
que se forman a partir de células que se desprenden del cinturén coriénico del
embrion y se insertan y proliferan en el endometrio. Las concentraciones de eCG
se elevan inicialmente entre los dias 35 y 40 de la gestacién, alcanzando un pico
alrededor del dia 60, después de lo cual se reducen gradualmente hasta
desaparecer alrededor del dia 180 debido al rechazo inmunolégico de las copas
endometriales (Roser y Lofstedt, 1989). Durante el periodo en el cual la eCG esta

presente en la circulacion, tanto el cuerpo liteo primario como los secundarios



producen niveles mas altos de progesterona debido al efecto luteotropico de la
eCG (Allen, 2001). Sin embargo, al parecer el efecto de la eCG en los cuerpos
liteos no se limita a estimular la produccion de progesterona, sino que también los
estimula para que produzcan mayores cantidades de andrégenos y estrogenos.
Asi, se ha encontrado que la elevacion en los niveles de testosterona y
androstenediona que ocurre a partir del dia 35 en la yegua gestante es paralela a
los aumentos de la eCG (Daels et al., 1996, 1998). También se ha observado una
correlacion muy marcada entre la secrecion de eCG vy la produccion de estradiol
en la yegua gestante (Urwin y Allen, 1982).

Se han realizado diversos estudios para evaluar los efectos de la eCG en la
esteroidogénesis lutea, que incluyen la administracion exégena de eCG a yeguas
con un cuerpo luteo funcional, asi como a yeguas a las que previamente se les
habia provocado la lisis del cuerpo Iuteo (Daels et al., 1995,1998) y a yeguas
ovariectomizadas entre el dia 18-19 de la gestacion (Daels et al., 1990). También
se han realizado estudios para determinar los efectos de la eCG en la actividad de
las enzimas esteroidogénicas en el tejido Iuteo (Rodger et al., 1998; Sirois et al.,
1991).

Sin embargo, hasta ahora no se ha evaluado si la deficiencia natural de
eCG durante la gestacion afecta las concentraciones de andrégenos y estrégenos
circulantes en la yegua. Este tipo de estudio se puede realizar mediante la
utilizacion de un modelo natural de gestacion deficiente en eCG, la yegua
inseminadas con burro, en la cual se produce un rechazo prematuro de las copas
endometriales, por lo que se forman copas muy pequefas y que se destruyen muy
rapidamente (Allen, 1982; Allen y Stewart, 1993; Allen et al., 1993; Allen., 2000) lo
que trae como consecuencia concentraciones muy bajas o nulas de eCG en la
circulacion materna. Boeta y Zarco (2005), demostraron que las bajas
concentraciones de eCG en las yeguas servidas con burro provocan que en estos
animales se produzca significativamente menos progesterona que en las yeguas
inseminadas con caballo. Sin embargo, no se ha determinado si la deficiencia de

eCG también resulta en concentraciones reducidas de andrégenos y estrégenos.



2. HIPOTESIS

Las bajas concentraciones de eCG encontradas durante la gestacion en yeguas
inseminadas con burro se reflejaran en concentraciones mas bajas de
androgenos, estrégenos y progesterona que los encontrados en yeguas
inseminadas con caballo. Adicionalmente, se postula que dentro de cada tipo de
gestaciéon, a mayor produccién de eCG mayor sera la estimulacion latea y por lo
tanto habrd una produccion mayor de hormonas esteroides.

3. OBJETIVOS

El objetivo de este estudio fué comparar las concentraciones de eCG,
progesterona, androstenediona, testosterona y estradiol entre el dia 35 y el dia
120 de la gestacion en yeguas inseminadas con caballo y yeguas inseminadas
con burro, evaluando ademas la correlacion entre las concentraciones de eCG y

las hormonas esteroides.



4. REVISION DE LITERATURA

41 LA GONADOTROPINA CORIONICA EQUINA Y LAS COPAS
ENDOMETRIALES

Cole y Hart (1930) reportaron que al obtener suero de 64 yeguas en diferentes
etapas de gestacion e inyectarlo a ratas y ratones inmaduros, se estimul6 el
crecimiento ovarico. Los autores observaron que si el suero equino era
recolectado antes del dia 37 de la gestacién no se producian efectos en las ratas
inoculadas, mientras que el suero recolectado entre los dias 37 y 42 inducia una
respuesta gonadal pronunciada. La maxima estimulacion gonadal se presentaba
cuando el suero equino era obtenido entre los dias 43 a 80 de la gestacion, y los
efectos podian seguirse mostrando con suero obtenido hasta el dia 131 de la
prefiez. Del mismo modo publicaron que existia respuesta escasa o casi nula si el
suero era recolectado en los 210 dias restantes de la gestacion. El elemento que
estimulaba los ovarios recibi6 el nombre de PMSG (pregnant mare serum
gonadotropin). Posteriormente la hormona fue aislada del suero (Gospodarowicz y
Papkoff, 1967) y de las copas endometriales de yeguas gestantes (Papkoff et al.,
1978).

Inicialmente se asumié que la PMSG era producida por la hipofisis
equina, pero mas tarde se comprobd que esta glicoproteina era de origen fetal y
que era producida por las células del cinturon corionico que invaden el endometrio
formando las estructuras denominadas copas endometriales (Allen y Moor, 1972).
Basado en el origen trofoblastico de las células que producen la hormona, se
decidi6 que el nombre gonadotropina coriénica equina (eCG) es mas apropiado
para describir a la glicoproteina producida por las copas endometriales de la
yegua gestante.

La gonadotropina coridnica ha sido purificada tanto en la yegua como en la
burra y puede ser encontrada en hibridos de estas dos especies (Clegg et al.,
1982). También se ha encontrado en otros équidos, su secuencia de aminoacidos

no es idéntica entre especies, por lo que la hormona es denominada con



referencia a su especie de origen, por ejemplo: la de caballo es gonadotropina
coridnica equina (eCG) y la de burra es gonadotropina corionica de burra (dCG).

Quimicamente la eCG es una glicoproteina de alto peso molecular
(72 KDa) (Gospodarowicz, 1971) similar a la hormona luteinizante equina (eLH).
Ambas hormonas consisten de dos subunidades distintas, la a y la B (Papkoff et
al., 1978; Licht et al.,, 1980). Una caracteristica inusual en la gonadotropina
coriénica equina es su alto contenido de carbohidratos, que es el mas alto entre
todas las hormonas glicoproteicas, lo que permite que persista mas tiempo en la
circulacion (Manzella et al., 1995).

En especies distintas a los équidos la eCG tiene la capacidad de producir
efectos tanto de FSH como de LH (Stewart et al., 1976). Por esta razén y por ser
facil su obtencion a partir de suero de yeguas gestantes, ha sido ampliamente
utilizada en forma comercial como un potente inductor de la superovulacion en

animales domésticos.

4.1.1 ESTRUCTURA DE LA GONADOTROPINA CORIONICA EQUINA

La eCG es una hormona glicoproteica heterodimérica constituida por dos cadenas
polipeptidicas (subunidades a y ) unidas de manera no covalente, (Legardinier et
al., 2005a). La secuencia de aminoacidos (estructura primaria) de la eCG es
idéntica a la de la LH equina (Bousfield et al., 1996), por lo que ambas hormonas
se unen al receptor de LH/CG (eLH/CG-R) en los tejidos equinos (Stewart y Allen,
1979, 1981; Guillou y Combarnous, 1983).

Las subunidades alfa de la eCG y la LH son codificadas por el mismo gen
(Smith et al., 1993). De la misma manera la subunidad beta de la eCG y la LH
equina son codificadas por un mismo gen (Smith et al., 1993). Sin embargo, al
expresarse los genes de las cadenas a y B en la hipdfisis se produce la LH,
mientras que al expresarse en las células de la placenta se produce una hormona
distinta, la eCG, debido a que en cada uno de estos tejidos se produce un patrén

diferente de glicosilacion de las cadenas polipeptidicas.



4.1.2 LA SUBUNIDAD ALFA

Todas las hormonas glicoprotéicas de una determinada especie comparten la
misma subunidad alfa, por lo que existe un solo gen para la subunidad alfa de
cada especie. Ward et al. (1982) describieron la subunidad alfa de las hormonas
glicoprotéicas de equinos, concluyendo que consta de 96 aminoacidos y es similar
a la subunidad alfa de las glicoproteinas placentarias y pituitarias de otras
especies (Pierce y Parsons, 1981). Stewart et al. (1987) aislaron y clonaron el
cDNA de la subunidad alfa de la yegua, demostrando que la secuencia de
nucleodtidos es idéntica para todas las hormonas glicoprotéicas hipofisiarias y para
la eCG.

4.1.3 LA SUBUNIDAD BETA DE LA GONADOTROPINA CORIONICA EQUINA

A diferencia de lo que ocurre con la subunidad alfa, la secuencia de aminoécidos
de la subunidad B es distinta para cada una de las hormonas glicoprotéicas de una
determinada especie, y son estas diferencias las responsables de que cada
hormona tenga una actividad bioldgica diferente (Pierce y Parsons, 1981). Sin
embargo, las secuencias de aminoacidos de la subunidad beta de la eCG vy la
subunidad beta de la LH equina son idénticas (Bousfield et al., 1987; Sugino et al.,
1987), por lo que las diferencias en su actividad biolégica se deben
exclusivamente a sus diferentes patrones de glicosilaciéon. La subunidad beta de la
LH equina y la eCG estan constituidas por 149 aminoacidos (Legardinier et al.,
2005a).

Un solo gen codifica tanto la subunidad beta de la LH como la de la eCG
(Stewart y Maher, 1990; Sherman et al., 1992), pero la hipdfisis y la placenta

glicosilan en forma diferente a la cadena de aminoacidos.



4.1.4 GLICOSILACION DE LA ECG

La glicosilaciéon de las glicoproteinas en mamiferos juega un papel muy importante
en la persistencia de estas hormonas en la sangre (Legardinier et al., 2005b). La
eGC es la mas glicosilada de todas las glicoproteinas hipofisisarias y placentarias
de los mamiferos (Couture et al., 1993), con aproximadamente el 45% de su masa
atribuible a sus carbohidratos (Papkoff, 1978; Papkoff et al., 1978; Damm et al.,
1990; Legardinier et al., 2005b). Tanto la subunidad a como la 3 estan glicosiladas
en sitios de unién de asparginina (glicosilacion - N) y sitios de unién de treonina-
serina (union-O) (Legardinier et al., 2005b). Los puntos de glicosilaciéon son
similares a los observados en otras hormonas glicoprotéicas (Bahl et al., 1984;
Baezinger y Green, 1988), pero la cantidad y la composicion de los carbohidratos
difiere (Baezinger y Green, 1988).

Los polisacaridos unidos a la eGC presentan moléculas de hexosas,
hexosaminas y acido siélico distribuidos de manera diferente en las subunidades a
y B (Schams y Papkoff, 1972) ya que la galactosa, glucosamida y acido siélico son
4 veces mas abundantes en la cadena (B (Papkoff et al., 1978). Otros estudios
muestran que la subunidad a de la eGC contiene el 22% de los carbohidratos y la
cadena B el 78 %(Chirstakos y Bahl, 1979).

La subunidad beta de eGC esta constituida en mas del 50 % de su masa
por carbohidratos (Bahl et al., 1984; Sugino et al., 1987; Damm et al., 1990). El
contenido de carbohidratos difiere entre la eCG y la LH y esta diferencia radica
principalmente en las terminaciones de los oligosacaridos unidos a asparginina
(Smith et al., 1993). La eCG muestra oligosacaridos de tres ramas unidos a Asn,
con una terminacion quimica Siaa2, 3 0 6GalB1, 4GIcNAc. En contraste, en la LH
mas del 72% de los oligosacaridos unidos a asparginina tienen una o dos ramas
terminando con una secuencia SO4-4-GalNAcB1, 4GIcNAc (Smith et al., 1993). De
esta manera, una de las diferencias mas importantes entre las dos hormonas la
constituye la alta proporcion de terminaciones constituidas por acido sialico en la

eCG. La cantidad de acido sialico por mg de eCG varia no solo entre yeguas, Sino



también dependiendo de la etapa de gestacion en la misma yegua (Manning et al.,
1987; Manning, 1989). La eGC obtenida de las copas endometriales tiene un
contenido mayor de carbohidratos que la obtenida del suero de la yegua (Martinuk
et al., 1990b; Matteri et al., 1986; Aggarwal et al., 1980a, 1980b). Esta
heterogeneidad en los patrones de glicosilacion también ha sido encontrada en
otras hormonas glicoprotéicas y se piensa que confiere diferentes propiedades

biolégicas a las distintas formas de cada hormona (Stockwell-Hartree, 1989).

El alto contenido de acido sialico de la eCG es responsable de su larga vida
en la circulacion. Ademas, la diferencia en el contenido de carbohidratos entre la
LH-equina y la eCG parece influir en la afinidad por el receptor de LH/eCG en las
dos hormonas (Murphy y Martinuk, 1991). Es posible que la carga negativa debida
al alto contenido de acido sidlico de la cadena beta de eCG ejerza un efecto
repulsivo en cuanto a la unién de la hormona al receptor, por lo que la afinidad de

la eCG por el LH/CG-R es mucho menor que la de la LH (Couture et al., 1993).

4.1.5 FORMACION Y DESARROLLO DE LAS COPAS ENDOMETRIALES

El trofoblasto equino estd claramente dividido en dos componentes: uno de
caracter invasivo, y otro no invasivo. Alrededor del dia 25 de la gestacion, cuando
el embridn tiene aun forma casi esférica, comienza a formarse en el trofoblasto
una banda de tejido especializado llamado cinturén coridnico, que rodea al
trofoblasto a lo largo de la linea que se forma en el sitio de contacto entre el
alantoides y el saco vitelino (Allen et al., 1973). En el dia 33 el cinturon coriénico
esta formado por pliegues que aumentan en numero y se proyectan hacia el
interior de las vellosidades uterinas. El espacio que se forma entre las vellosidades
se llena de material extracelular que sirve de adherencia entre las superficies
corionica y la uterina (Allen et al., 1973). En esta etapa la union firme entre la
vesicula embrionaria y el endometrio, involucra solamente al cinturdn corionico.

Una estirpe de células del cinturén coridénico adquiere propiedades invasivas.



Estas células se desprenden del cinturdn coridnico y se incrustan en el endometrio
para dar lugar a la formacién de copas endometriales, que son la estructuras
responsables de secretar eCG (Thway et al., 2001). Estas células binucleadas que
forman el cinturén son de naturaleza invasiva, y para el dia 36 o 37 se han
separado del corion, penetrando en el epitelio uterino para establecerse en el
estroma endometrial (Allen et al., 1973).

Para el dia 38, una vez establecidas en el endometrio, las células coridnicas
contindan invadiéndolo, secuestrando y rodeado a las células epiteliales. La
invasion cesa después de la infiltracion inicial en el estroma endometrial, pero las
células coridnicas proliferan y forman estructuras macroscopicas llamadas copas
endometriales, las cuales producen la eCG (Murphy y Martinuk, 1991; Allen,
2000). Las copas endometriales se observan como una serie de protuberancias
endometriales ulceradas, organizadas alrededor del concepto (Allen et al., 1987).
Histoldgicamente consisten en una masa firme de células epiteliales grandes y
binucleadas, intercaladas ocasionalmente con vasos sanguineos y una porcién
fundica dilatada de la glandula endometrial. La porcién apical es obliterada durante
la invasion de las células del cinturon corionico.

Las copas endometriales crecen gradualmente para alcanzar su tamafio
mAaximo y su maxima capacidad secretora entre los dias 60 y 70 de gestacion
(Allen, 2000). La secrecion de eCG es constitutiva y no se afecta por hormonas
tales como la GnRH, la cual regula la liberacién de LH y FSH por los gonadotropos
(Thompson et al., 1982). Hacia el final del segundo mes de gestaciéon las copas
endometriales varian en tamafio desde pequefias estructuras circulares de 1-2
mm de diametro, hasta estructuras de 3-5 cm de ancho y mas de 30 cm de largo
(Allen., 2000). El desarrollo de las copas endometriales y la cantidad de eCG que
secretan depende entre otras cosas de la configuracion del endometrio al
momento de ser invadido por el cinturén coriénico (Allen., 2000), del gendtipo del
embrién y de la compatibilidad inmunolégica entre los tejidos del embrion y los de
la madre (Knobil y Neil, 1998)



Una vez iniciada su formacién las copas endometriales contindan
funcionando por 60 a 100 dias, durante los cuales se forman debajo de cada copa
grandes cavidades linfaticas en las que comienzan a concentrarse linfocitos CD4 y
CD8 (Kydd et al., 1991), ademas de células plasméticas, macréfagos y eosindfilos
(Grunig et al., 1995), que se acumulan en el estroma y la periferia de la copa
endometrial (Allen, 1975).

Esta acumulacion de células del sistema inmune se debe a que las células
invasivas del cinturdn corionico, pero no las células no invasivas del alantocorion,
expresan en su superficie gran cantidad de antigenos paternos del complejo
mayor de histocompatibilidad clase | (MHC I), los cuales no son reconocidos como
propios por la madre. La expresion de estos antigenos comienza desde antes de
que estas células invadan el endometrio materno para formar las copas
endometriales (Crump et al., 1987; Donaldson et al., 1990). La expresion de
antigenos decrece entre los dias 40-45 y se pierde entre los dias 50 y 60
(Donaldson et al., 1992; Vagnoni et al.,, 1996). Los antigenos MHC clase 1
estimulan una respuesta humoral fuerte por parte de la madre, lo que ocurre de
manera semejante en todas las yeguas, incluyendo las primigravidas (Donaldson
et al., 1990).

La mayoria de los fetos portan antigenos MHC-I que difieren
inmunolégicamente o son incompatibles con los de la madre. En estos casos la
madre desarrolla altos titulos séricos de anticuerpos especificos contra los
antigenos paternos de las copas endometriales dentro de los 10 a 14 dias
posteriores al desarrollo inicial de dichas estructuras (Antczak et al., 1982; Kydd et
al., 1982; Allen et al., 1987). Los anticuerpos persisten durante toda la gestacion y
su concentracion en el suero incrementa marcadamente durante la etapa
temprana de la gestacidon. La respuesta inmunologica es mas rapida en yeguas
prefiadas con el mismo semental durante afios sucesivos (Crump et al., 1987), asi
como en yeguas a las cuales se les transplantaron biopsias de piel del semental

antes de la cruza (Crump et al., 1987).



Por otra parte, se ha demostrado que el trofoblasto tiene la capacidad de
evadir la respuesta inmune materna independientemente del estado fisiologico de
la gestacion (Adams y Antczak, 2001), lo que sugiere la presencia de un
mecanismo inmunomodulador durante la gestacion que impide que la respuesta
inmune en contra de las copas endometriales se haga extensiva al resto del
embrion.

Durante una gestacion de yegua servida con caballo (embrién equino), las
copas endometriales tienen una vida media similar y secretan cantidades de eCG
equivalentes en yeguas que son incompatibles o compatibles al MHC-I de su feto
(Allen et al., 1983). En cambio, la respuesta leucocitaria montada contra las copas
endometriales es mucho mas intensa y destructiva en yeguas que portan fetos
mula (gestacion interespecifica o hibrida de yegua con burro) (Allen y Short,
1997), que en las yeguas que portan fetos de caballo (gestacion intraespecifica)
(Allen et al., 1987b). Lo anterior afecta el desarrollo de las copas endometriales,
pues al transferir embriones de burro a yeguas las células trofoblasticas del
cinturén corioénico se desarrollan menos comparadas con las producidas por un
feto caballo (Enders et al., 1996).

4.1.6 DESTRUCCION DE LAS COPAS ENDOMETRIALES

En la gestacion normal de caballo con yegua las copas endometriales se
empiezan a degenerar después de dia 70 de la gestacion debido a la muerte de
las células de la zona central de la depresion luminar (Allen, 2000) asociada a la
infiltracion de leucocitos en el tejido de la copa endometrial, los cuales atacan y
destruyen a las células de dicha estructura (Allen, 1975). Esta reaccion inmune
comienza poco tiempo después de formarse las copas, y consiste en una
acumulacion progresiva de linfocitos T que es seguida por infiltracién de linfocitos
B, macréfagos, eosindfilos y células plasmaticas en el tejido endometrial que
rodea cada copa (Kydd et al., 1991). Aunado a esto se produce una reaccion

inmunocelular acompafiada de la aparicion de anticuerpos citotoxicos dirigidos en



contra de antigenos paternos tipo | del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC), de las células de las copas endometriales (Kydd et al., 1991).

Conforme las copas endometriales son atacadas por el sistema inmune de
la madre se vuelven cada vez mas palidas y con apariencia caseosa. El material
exocrino acumulado es liberado y mezclado con los detritus celulares necraticos,
para formar un coagulo pegajoso de color miel, rico en actividad de eCG
(Rowlands, 1963), que se acumula en la depresion central de la copa y se pega a
la superficie del alantocorion subyacente. Eventualmente, entre los dias 100 y 140
de la gestacion la copa endometrial necrotica entera es separada de la superficie
del endometrio, de una manera histolégicamente similar al rechazo sufrido por un
injerto en la piel (Allen et al., 1987).

En el caso de gestacion intraespecifica entre yegua y caballo los leucocitos
empiezan a invadir la copa endometrial y a destruir sus células a partir del dia 80
de la gestacion, mientras que en las gestaciones hibridas de burro con yegua los
leucocitos de la yegua comienzan a atacar a las células endometriales desde el
dia 50 de la gestacion (Allen et al., 1984), por lo que para el dia 60 o 70 han sido
completamente destruidas. La cruza experimental entre yeguas y caballos con
antigenos muy compatibles evita el rechazo inmunolégico de las copas
endometriales, por lo que en esos casos la eCG permanece detectable en la
circulacion hasta el dia 230 o0 265 de gestacion (Spincemaille et al., 1975).

La influencia del genotipo fetal en el desarrollo de las copas endometriales
también se ha demostrado en gestaciones extraspecificas realizadas por
transferencias de embriones (Allen y Stewart, 2001). Por ejemplo, la transferencia
de un embrién equino a una burra resulta en el desarrollo adecuado del cinturén
coridnico y en la formacion de copas endometriales grandes y activas (Allen y
Stewart, 2001). En contraste, si se transfiere un embrién burro a una yegua el
desarrollo de las copas endometriales es defectuoso, ya que las células del corion
del embrion burro fallan en su mision de invadir el endometrio materno en el dia 36
a 38, por lo que se forman copas endometriales pequefias y poco activas (Allen y

Stewart, 2001). Esto es seguido por una implantacién inadecuada, y generalmente



se produce el aborto antes del dia 100 de la gestacion (Allen, Skidmore, Stewart et
al., 1993). De esta manera, el Gtero equino aparentemente inhibe el desarrollo de
las copas endometriales de cualquier embridén con genotipo burro, mientras que el
Utero de la burra permite el desarrollo de las copas endometriales de cualquier
embridn con genotipo caballo, por lo que se piensa que el Utero de burra es mas
permisible que el Utero de la yegua en términos de aceptar gestaciones inter y

extraespecies.

4.1.7 SECRECION DE GONADOTROPINA CORIONICA EQUINA (eCG)

La secrecién de eGC persiste después de la remocion del feto, sugiriendo que una
vez formadas las copas endometriales funcionan independientemente de lo que
ocurra con el feto. (Lofstedt, 1986).

El patron de aparicion de eGC en el suero se correlaciona con el tamafio de
las copas endometriales (Allen, 1975) y los cambios histolégicos que sufren
(Ginther, 1979). Las copas alcanzan su méaximo desarrollo y tamafio alrededor del
dia 60 de gestacidn, coincidiendo con los maximos niveles de secrecion de eCG.
Los niveles séricos de eCG no sufren cambios episodicos (Thompson et al., 1982)
como los que sufren las gonadotropinas hipofisiarias, por lo que tiene un patrén
ténico de secrecion distinto al patron pulséatil de las hormonas hipofisiarias. En
yeguas ponis, ni el tratamiento con estrogenos ni con androgenos afectan a la
eGC circulante, por lo que al parecer la secrecién de eCG no esté sujeta a control
por retroalimentacion (Nett y Pickett, 1979).

La primera elevacion de la eCG coincide con la migracion de células
coridnicas especializadas hacia el endometrio (Allen y Moore, 1972). Las
concentraciones de eCG se elevan inicialmente en el dia 40 (Ginther, 1992a;
Squires, 1993) alcanzando un pico en el dia 60 (Allen, 1969; Farmer y Papkoff,
1979; Ginther, 1992a; Squires, 1993) después de lo cual bajan a niveles basales
para el dia 200 (Roser y Lofstedt, 1989; Knobil y Neil, 1998).



Aunqgue las copas endometriales actdan principalmente como una glandula
enddcrina (Ginther 1992b), también actian como una glandula exocrina desde el
dia 42, pues una proporcion importante de la eCG sale de las glandulas uterinas
hacia el espacio ubicado entre la copa y el alantocorion (Ginther, 1992b). Es
probable que la eCG secretada hacia la luz uterina pueda alcanzar la circulacion
feto-placentaria y sea responsable de estimular la hipertrofia de las gdénadas
fetales y la esteroidogénesis de dichos 6rganos entre el dia 60 y los dias 120-150
de la gestacion (Saint-Dizier et al., 2004).

4.1.8 FACTORES QUE AFECTAN LA SECRECION DE ECG

La concentracion de eGC detectable en el suero varia entre razas y entre
individuos (Day y Rowlands, 1947; Bielanski et al., 1956; Hamilton et al., 1973). En
general las yeguas de razas pesadas o de carga tienen niveles mas bajos de eGC
que las de razas ligeras.

Las concentraciones circulantes de eGC son considerablemente mas bajas
en burras que en yeguas (Allen, 1985). La cantidad de eCG vy la duracion de la
secrecion de eGC son afectadas por el semental (Clegg et al., 1982; Allen, 1982),
indicando que existe un efecto del genoma paterno sobre la secrecion de esta
hormona. En parte, la variacion en las concentraciones de CG entre especies
(burra'y yegua) y entre hibridos (mula y burdégano) puede ser atribuida al tamafio
de las copas endometriales. En la burra las copas son pequeias y angostas. En
las gestaciones de yeguas servidas por burro (producto mula), la secrecién de CG
es pobre, y las copas se desarrollan menos (Allen, 1982). En gestaciones de burra
con caballo (producto burdégano), las copas endometriales se desarrollan grandes
y gruesas, produciendo grandes cantidades de CG (Allen, 1982).

El semental tiene efectos demostrables sobre la producciéon de CG en
cruzamientos intraespecificos. Este efecto se demostréo en un estudio hecho en
227 gestaciones de 177 yeguas de carga o de talla grande cruzadas al azar con

12 sementales diferentes (Murphy et al., 1985), encontrandose que una proporcién



importante de la variabilidad en los niveles circulantes de eGC entre los dias 40 y
100 de gestacion fue atribuible al semental. Los sementales pudieron ser
clasificados en dos grupos bien definidos: los que produjeron gestaciones con
altos niveles de eCG vy los que produjeron gestaciones con niveles mas bajos. La
influencia del semental en las concentraciones de eGC también fue confirmada en
otro estudio hecho con 100 yeguas (Bell, 1985).

La yegua también influye profundamente sobre la cantidad de eGC
presente en la circulacion. Un componente de la variabilidad en las
concentraciones de eGC en el suero de las yeguas puede atribuirse a la yegua
misma (Martinuk et al., 1990a), lo que tedricamente puede permitir seleccionar
yeguas con produccion elevada de eGC. Algunas yeguas practicamente no
producen eCG, independientemente de que semental sea usado para cubrirlas
(Boeta y Zarco, 2005).

Se ha considerado que en parte la capacidad de producir eGC de una
yegua depende del grado de convolucion y la consecuente area de superficie del
endometrio disponible para el establecimiento y desarrollo de las copas
endometriales (Allen, 1982). El numero de fetos presentes en el Utero tiene
influencia sobre la produccion de eGC, con mayores niveles presentes en el suero

de las yeguas que tienen gestaciones gemelares (Rowlands, 1949).

4.1.9 ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LA GONADOTROPINA CORIONICA EQUINA

La eCG se une a los receptores de LH en el equino (Licht et al., 1979; Stewart y
Allen, 1979), aunque esto ocurre con una afinidad diez veces menor que la de la
LH equina por el mismo receptor (Stewart y Allen, 1981; Guillou y Combarnous,
1983). La reducida capacidad de unién de la eGC comparada con la LH equina, se
encontré de manera independiente en tres laboratorios distintos. Este aspecto es
intrigante pues las dos hormonas tienen total homologia en cuanto a sus
secuencias de aminoacidos (Bousfield et al., 1987; Sugino et al.,, 1987). La

diferencia de afinidad se debe a su diferente composicion de carbohidratos, pues



la eCG estd mas glicosilada (Matteri y Papkoff, 1987), lo que sugiere que el
contenido de carbohidratos en la eCG de algun modo inhibe su union con el
receptor de LH equino.

Una alternativa seria que la poblaciéon de receptores en la gbnada equina
podria ser heterogénea Yy los diferentes sitios de union podrian discriminar entre la
LH la eCG. En apoyo a este punto de vista, Sairam et al. (1988) demostraron que
el receptor de LH ovino tiene sitios que pueden distinguir entre LH y eGC equina.
Sin embargo, la actividad de la eCG en la propia especie que la produce es
principalmente de LH. La eCG no se une a receptores de FSH en los foliculos
equinos (Guillou y Combarnous, 1983), ni en el testiculo de la misma especie
(Moore y Ward, 1980), sugiriendo que en el equino la eCG tiene actividad
exclusivamente de LH. En cambio, en la burra la eCG se une a receptores de FSH
con la misma afinidad que a receptores de LH (Guillou y Combarnous, 1983),
(Stewart y Allen, 1981).

Un estudio de radiorreceptores especificos para FSH y LH en testiculo de
rata para medir la tasa de actividad FSH:LH de las gonadotropinas coriénicas
producidas en gestaciones de yegua, burra, mula y burdégano (Stewart et al.,
1977), indic6 que el genotipo del feto influye marcadamente sobre la proporcion de
actividad FSH: LH de la gonadotropina coriénica. La proporcién de FSH:LH de la
gonadotropina coriénica producida por un feto caballo fue de 1, mientras que la
gonadotropina corionica producida por un feto burro tuvo una proporcion de
actividad FSH de tan solo 0.2. Por otro lado, los hibridos o fetos mula y burdégano
producieron una gonadotropina coriénica con una proporcion de actividad FSH:LH
intermedia entre la de caballo y burro (Stewart et al., 1977).

Otro estudio demostré que la subunidad B de la eCG determina el nivel de
actividad de FSH mientras que la unidad a determina el nivel de actividad de LH
(Chopineau et al., 1997). El estudio muestra los cambios de actividad tanto de
FSH como de LH sufridos por la hormona al ser recombinada con otras

subunidades a y 8 de burra y de humano. Se ha demostrado que la secuencia de



aminoacidos presente en la subunidad a es responsable de la bioespecificidad
tanto de la LH como de la eCG (Chopineau et al., 2004).

Por otro lado se observo que el grado de glicosilacion O en la subunidad B
también contribuye a que se de una diferencia substancial entre la LH equina y la
eCG en cuanto a su capacidad de union a receptores de LH (Bousfield et al.,
2001). El ovario de la yegua responde al estimulo de la eCG a través de su unién
al receptor de LH, pero la afinidad de union es menos de una décima parte de la
afinidad entre la LH y su receptor (Saint-Dizier et al., 2003).

Debido a su extensiva glicosilacion, la eCG muestra una heterogenicidad
significativa. Dependiendo del grado de glicosilacion se producen cambios en su
capacidad de unidn a los receptores de LH y FSH. Entre mayor sea el grado de
glicosilacion menor serd la afinidad a los receptores, mientras que una menor
glicosilacion aumentara la capacidad de union de la eCG a los receptores (Butnev
et al., 1996)

4.1.10 PERSISTENCIA DE LA GONADOTROPINA CORIONICA EQUINA EN LA
CIRCULACION

El alto grado de glicosilacion de la eCG equina resulta en su persistencia en la
sangre de la yegua y otras especies por periodos muy largos comparados con
otras hormonas glicoproteicas. En estudios realizados para evaluar el papel del
acido sidlico en la vida media de la eCG se encontré que la desializacion de la
eCG resulta en una eliminacion mas rapida solo si se remueve por lo menos el
80% de su contenido de acido sialico (Manning, 1989; Martinuk et al., 1991), lo
que resulta en una vida media de menos de una hora. Si la remocién es del 20%
al 50% la vida media de la eCG no es afectada. Kamerling et al. (1990),
atribuyeron la larga vida media de la eCG a que las terminaciones de &cido siélico
de los polisacaridos son relativamente resistentes a la accion de la enzima

neuraminidasa.



El primer reporte sobre de eliminacion de eGC indicaba que tenia una vida
media de 6 dias en animales castrados y de 24-26 horas en la circulacion del
conejo (Catchpole et al., 1935). Cole y colaboradores en 1967 reportaron que solo
el 1% de la eCG podia ser encontrada en la orina y un 0.2% en la leche, lo que
los condujo a concluir que la mayoria de la eCG (+85%) es metabolizada y
degradada en la circulacion en vez de ser filtrada por los rifiones. Por
Radioinmunoensayo se ha confirmado que la orina de yeguas gestantes en el dia
90 contiene muy poca eCG comparada con la contenida en el suero (Farmer y
Papkoff, 1979).

En un estudio hecho en ovejas inyectadas con eCG, la vida media de la
hormona fue de 21.2 +/- 1.1 h (MclIntosh et al., 1975). La fase de distribucion de
esta hormona hacia los tejidos es de 0.3 h en la rata (Aggarwal y Papkoff, 1985),
de 3-4 h en la oveja y de 45.6 h en la vaca. La vida media de eliminacion es de 6
horas en ratas (Aggarwal y Papkoff, 1985), de 61 h en la oveja (Murtinuk et al.,
1990b) y de 121 h en la vaca (Schams et al., 1978).

La remocion de un 99% del acido sialico de la eCG con tratamientos de
neuraminidasa hizo que se eliminara mas rapido en la rata (Aggarwal y Papkoff,
1985). A mayor remociéon del acido sialico la distribucion de la eCG a los tejidos
fue mas réapida (Manning, 1989). Lo anterior demuestra que el alto contenido de
acido sidlico presente en la eCG es responsable en gran parte de la vida media
tan prolongada en la circulacion. Al parecer el alto peso molecular de la hormona y
su carga eléctrica negativa aportada por el acido sialico impiden que sea filtrada
por los glomérulos renales (Legardinier et al., 2005a).

La vida media en la circulaciébn de las glicoproteinas es controlada
principalmente por los carbohidratos terminales de los oligosacaridos unidos al
aminodacido asparginina. Estos oligosacéaridos son Unicos en estas hormonas, cuya

terminacién y secuencia es SO4-4-GalNAcB1, 4GIcNAc (Manzella et al., 1995).



4.1.11 PAPEL DE LA GONADOTROPINA CORIONICA EQUINA DURANTE LA
GESTACION

Tradicionalmente se considera que la funcion de la eCG es la de formar y
mantener los cuerpos liteos secundarios que aparecen a partir del dia 40 de la
gestacion (Amoroso et al., 1948). Estas estructuras son derivadas de la ovulaciéon
o de la luteinizacion de foliculos ovéricos (Ginther, 1992b).

Una vez formados, tanto el cuerpo Idteo primario como los secundarios
persisten hasta el dia 160-180 de la gestacion (Ginther., 1992b) y contindan
secretando progesterona durante este tiempo (Squires y Ginther, 1975a). Los
foliculos cuya ovulacién resulta en la formacién de los primeros cuerpos IUteos
secundarios se desarrollan antes de que se dé la invasion del endometrio por las
células del cinturén corionico, por lo que la foliculogénesis es independiente de la
eCG (Allen, 1975), la cual solamente se requiere para provocar la ovulacién y
luteinizacién de los foliculos (Urwin y Allen, 1982).

Alrededor del dia 39 de la gestacién los niveles de eGC en la yegua estan
en el rango de 1-5 pg.ml* de suero (Martinuk et al., 1990a), mientras que los
niveles de LH asociados a la oleada preovulatoria del ciclo estral son de alrededor
de 5-130 ng.ml* (Ginther, 1979). Los niveles tan elevados de eCG en la yegua
parecen ser suficientes para inducir la ovulacién/luteinizacion en la yegua gestante
a pesar de tener mucha menor afinidad por los receptores de LH/CG en las
gonadas que la LH equina (Stewart y Allen, 1981).

Las elevaciones en la concentracion de progesterona en la yegua a partir
del dia 35 de la gestacion, antes de que se hayan formado cuerpos lUteos
secundarios, estan asociadas con el inicio de secrecion de eGC (Stewart y Allen,
1981), lo que sugiere un papel luteotropico de la GC equina en la manutencién del
cuerpo luteo primario y no solamente de los secundarios. En apoyo a esta
hipotesis, la eCG estimula in vitro la produccidon de progesterona por parte de
cuerpos lateos primarios y de cuerpos lateos secundarios derivados de foliculos

ovulados y no ovulados (Squires et al., 1979).



Se concluye que funcion de la eCG es la de inducir la formacion y
luteinizaciéon del cuerpo Idteo secundario, ademas de servir como agente
luteotropico tanto para el cuerpo lateo primario como para el secundario. Al
parecer la eGC y las estructuras liteas accesorias actian como un sistema
redundante para asegurar el mantenimiento de la gestacion hasta que la placenta
asuma esta funcién y sea capaz de producir progestagenos esenciales para la

gestacion.

4.2 GONADOROPINA CORIONICA DE BURRA (dCG)

Se ha demostrado que existen diferencias entre las gonadotropinas secretadas
por la yegua y las secretadas por la burra; al administrarse a otras especies la
primera expresa una mayor proporcion de actividad FSH que la gonadotropina
coriénica de burra (dCG) (Stewart et al., 1977).

A diferencia de la eCG, la dCG actia predominantemente como LH en
pruebas biolégicas (Farmer y Papkoff, 1979). En ensayos in vitro de células de
Leydig (que miden actividad LH), la dCG fue tan potente como la eCG, pero en
ensayos in vitro de tabulos seminiferos de rata para evaluar la actividad FSH la
dCG fue menos potente que la eCG (1-10%) (Aggarwal et al., 1980b). En ensayos
con radiorreceptores especificos de ratas para LH y FSH la dCG mostrd ser 10
veces mas potente en su actividad como LH comparada con la actividad de FSH
mostrada por la misma (Aggarwal et al., 1980b).

La dCG tiene menos carbohidratos totales (31%) y menos acido sialico
(6.8%) que la eCG (45 y 10.2% respectivamente) (Aggarwal et al., 1980b). El
analisis terminal de aminoacidos mostro la presencia de solo un residuo amino-
terminal, la fenilalanina en la dCG, en vez de los dos (fenilalanina y serina)
encontrados en la eCG (Aggarwal et al., 1980a). El andlisis de aminoacidos de la
dCG revel6 una gran similitud con la eCG en su composicion pero se encontré que
la dCG tiene mas tirosina y un poco menos residuos de arginina (Aggarwal et al.,
1980b).



Los niveles de dCG secretados en la burra son mucho menores que los
niveles de eCG secretados por la yegua (Allen, 1975).

El menor contenido en carbohidratos y acido sialico en la dCG sugiere que
tiene una vida media menor que la eCG, lo que explica las concentraciones
menores de gonadotropinas corionicas encontradas en el suero de burras en el
dia 60 de gestacion que las encontradas en el suero de las yeguas con el mismo
tiempo de gestacion (10-20 vs 50-150 U.l.mlI™* Allen, 1975).

4.3 ENDOCRINOLOGIA DE LA GESTACION EQUINA TEMPRANA

La yegua es una especie poliéstrica estacional que presenta varios ciclos estrales
en el transcurso de la temporada reproductiva (Gigli et al., 2006). Se le denomina
fototrOpica positiva por aumentar su actividad ovarica-folicular en la época del afio
en la cual hay una mayor cantidad de horas luz (Ginther et al., 2004b), por lo que
la estacion reproductiva se manifesta generalmente a fines de la primavera y
durante el verano (Ginther et al., 2004b). Después de un anestro invernal las
yeguas entran en un periodo de transicion caracterizado por una actividad ciclica
erratica antes de ingresar al periodo de actividad sexual regular y fértil (Donadeu y
Watson, 2007).

El ciclo estral se define como el periodo que abarca desde una ovulacion
hasta la siguiente, con cada ovulacion acompafiada por signos de estro y
concentraciones plasmaticas de progesterona menores a 1 ng.ml™* (Blanchard et
al., 2003). El ciclo estral en una yegua que se encuentre en época reproductiva
fisioldgica dura de 21 a 22 dias (con rangos de 18 a 24 dias). La duracion del estro
va de los 4 a los 7 dias, mientras que la duracion del diestro es de 14 a 15 dias
(Blanchard et al., 2003).

La actividad ovarica esta regulada principalmente por la hormona liberadora
de gonadotropinas (GnRH) (Blanchard et al., 2003), la cual es controlada a su vez
de manera negativa por la melatonina (mas melatonina = menos GnRH), la

produccion de melatonina es inhibida por las horas luz del dia, respondiendo a



variaciones en cantidad y en direccion durante el afio (Donadeu y Watson, 2007).
Lo anterior da como resultado que a mayor cantidad de horas luz disminuya la
secrecion de melatonina y aumente la liberacion de GnRH y con esto se liberen
gonadotropinas tales como la hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona
luteinizante (LH), que promueven el comportamiento reproductivo en la yegua
(Gigli et al., 2006).

El ciclo estral estd bajo un control delicado de una serie de hormonas
producidas en la glandula pineal, el hipotalamo, la hipdfisis, los ovarios y el
endometrio (Blanchard et al., 2003).

Las células neurosecretoras en el hipotdlamo producen el GnRH. Los
axones de estas células se proyectan al espacio perivascular de la eminencia
media, en el origen del tallo hipofisiario y episédicamente liberan GnRH hacia el
sistema porta-hipotalamico—hipofisiario, el cual transporta la hormona a la hipofisis
anterior (Gigli et al., 2006). El GnRH estimula la sintesis y liberacion de la hormona
foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH) por parte de la hip&fisis
anterior (Gigli et al., 2006). Estas hormonas entran a la circulacion sistémica y al
llegar a el ovario, el cual es su 6rgano blanco, la FSH estimula el reclutamiento
folicular mientras que la LH es responsable de madurar el foliculo y causar la
ovulacion, asi como de luteinizar al cuerpo lateo (Blanchard et al., 2003).

Después de la ovulacién (dia 0), e independientemente de si se fecunda el
gameto u Ovulo producido, la propia ovulacion da lugar a la formacion de un
cuerpo luteo (CL). Si el 6vulo no es fertilizado, el CL formado recibe el nombre de
CL del diestro, el cual en la yegua tiene un periodo de vida que abarca del dia 5 al
14 (Gigli et al., 2006). Este cuerpo lateo se forma en la cavidad que deja el foliculo
ovulatorio, primero como un cuerpo hemorragico el cual posteriormente es
invadido por células de diferente tipo, entre las que destacan las células de la
granulosa y las de la teca, que dan origen respectivamente a células luteas
grandes y pequeias (Niswender et al., 2000).

Después del dia 16 en la yegua vacia los niveles de progesterona bajan

significativamente (Squires et al., 1974b) ya que en ausencia del embrion el Gtero



produce PGF2a, que es un agente luteolitico muy potente responsable de destruir
el cuerpo luteo (Arosh et al., 2004). Para ello es necesario que el utero desarrolle
receptores para oxitocina, ya que esta hormona estimula la secrecion de PGF2a
por el endometrio (Watson et al., 1997; Stout et al., 2000), la que a su vez estimula
la secrecion de mas oxitocina, produciéndose una retroalimentacion positiva entre
oxitocina y PGF2a que lleva a la destruccién del cuerpo lateo. En la yegua la
oxitocina es secretada por el endometrio, a diferencia de lo que ocurre en
rumiantes en los que el cuerpo Iuteo es quien secreta oxitocina (Diaz et al., 2002).

Al darse el reclutamiento folicular a la mitad del diestro (Ginther et al.,
2005a), empieza a crecer de manera sincronizada un grupo de foliculos (oleada
folicular) y uno de ellos serd seleccionado para convertirse en el foliculo
dominante el cual inicialmente tiene un didmetro aproximado de 22.5 mm, en
promedio (Ginther et al., 2004c; Ginther et al., 2005a). El foliculo dominante
secreta estradiol en grandes cantidades conforme crece (Spicer et al., 2005).
También produce inhibina, que junto con los estrogenos inhibe la secrecion de
FSH, por lo que las concentraciones de FSH comienzan a bajar (Gastal et al.,
1999a; Ginther et al., 2005b). El foliculo dominante ademas produce IGF-1 libre y
activina A en cantidades mayores que otros foliculos, lo cual le d& la capacidad de
convertirse en dominante y continuar creciendo (Beg y Ginther, 2006). La inhibina
es una hormona que especificamente inhibe la secrecion de FSH (Ginther et al.,
2004b), lo que favorece la regresion de los otros foliculos seleccionados para
crecer (Bergfelt et al., 2001). El foliculo dominante desarrolla receptores para LH
en las células de la granulosa, lo que le da la capacidad de ser estimulado por la
LH hipofisiaria, dejando de ser dependiente de la FSH. La LH estimula el
desarrollo final del foliculo dominante hasta un tamafio aproximado de 40 mm
(Ginther et al., 2004b). En estos momentos el foliculo dominante produce altos
niveles de estradiol (Gastal et al., 1999b), con valores que van de los 18 a los 20
pg.mlI™* en promedio (Daels et al., 1991). Estos estrégenos provocan en la yegua
las caracteristicas del estro. Una vez alcanzado el tamafio ovulatorio el foliculo

ovulara por efecto del aumento gradual de LH, lo que permite la salida del 6vulo, el



cual en el caso de la yegua es expulsado hacia la fosa de ovulacién (Gigli et al.,
2006).

Si el 6vulo es fecundado se forma el embrién y el cuerpo liteo formado recibe
el nombre de cuerpo luteo de la gestacion, el cual a diferencia del cuerpo lateo del
diestro no regresa en el dia 14 a 16 (Zarco y Boeta, 2000), siendo por medio de
un mecanismo denominado reconocimiento materno de la gestacién que involucra

un didlogo quimico entre la yegua y el embrion (Allen, 2001a).

4.3.1 RECONOCIMIENTO MATERNO DE LA GESTACION

El reconocimiento materno de la gestacion permite que se mantenga la gestacion
y se continde produciendo progesterona mas alla del dia en el que normalmente
ocurre la regresion del cuerpo lateo en las yeguas vacias (Blanchard et al., 2003;
Gastal et al., 2005). Short (1969) fue el primero en utilizar la frase “reconocimiento
materno de la gestacion” al describir las distintas estrategias utilizadas por las
especies animales para asegurar la continuidad de la vida y la funcién secretora
del cuerpo luteo mas alla de su tiempo de vida durante el ciclo estral, lo que hace
posible mantener el Utero en un estado progestacional para apoyar la gestacion. A
partir del dia 5 después de la ovulacion el embrion secreta PGE2 (Allen, 2001a) lo
que estimula la motilidad de las fibras musculares del oviducto para permitir el
paso del embrion hacia el utero. Una vez en el Gtero, la PGE2 del embridn
estimula movimientos del miometrio que mantienen al embrién en movimiento
constante, siendo transportado por todo el Gtero y pasando de un cuerno al otro
hasta 20 veces al dia (Ginther, 1998) hasta el dia 16 o 17 (Allen, 2001a). Las
contracciones uterinas son mayores en los sitios en los cuales el endometrio se
encuentra en contacto con el embrion (Ginther, 1998), lo que lo impulsa a cambiar
de sitio.

Para evitar la secrecion de PGF2a el embrion produce un factor que inhibe
Su secrecion, pero también es indispensable la continua movilidad del embrion

para permitir que el factor antiluteolitico entre en contacto con toda la superficie



del utero, lo que suprime la regulacion positiva de los receptores de oxitocina que
se presenta entre los dias 10 a 16 después de la ovulacion (Allen, 2001b), por lo
gue las concentraciones de receptores para oxitocina entre los dias 10 y 16 son
mucho mas reducidas en yeguas gestantes que en las yeguas ciclicas (Starbuck
et al., 1998), lo que impide el establecimiento de un patron de retroalimentacion
positiva entre oxitocina y PGF2a.

Como ya se mencion6 la movilidad del embrion resulta indispensable para
que ocurra el reconocimiento de la gestacion por parte de la yegua (Allen, 2000),
ya que permite que las sustancias antiluteoliticas producidas por el embrién hagan
contacto con toda la superficie uterina bloqueando la sintesis de PGF2a en todo
el endometrio (Blanchard et al., 2003). La capacidad del embrion equino de
secretar tanto PGF2a como PGE2 in vitro (Stout y Allen, 1996) probablemente
ayuda al movimiento del embridén por todo el Gtero. En apoyo a esta afirmacion,
cuando una yegua gestante es inyectada con meglumina (Finadyne, Schering
Plough, Middlesex) el cual es un inhibidor sintético de la sintesis de PGF2a, lo que
ocasiona que el embrion pierda motilidad, se detenga y deje de producir
prostaglandinas (Stout et al., 2000). Sin embargo, el cuerpo lateo no se destruye
porque el endometrio tampoco es capaz de producir la PGF2 alfa (Stout et al.,
2000).

4.4 EL CUERPO LUTEO

El cuerpo lateo es un tejido complejo formado por células esteroidogénicas
pequefias y grandes, asi como por células no esteroidogénicas tales como
fribroblastos, células endoteliales y células inmunes. Su rapido crecimiento una
vez ocurrida la ovulacion es comparado con el crecimiento exagerado que se
presenta en los tumores. El desarrollo y regresién del cuerpo luteo involucra una
remodelacion extensiva que requiere de procesos celulares especificos,
incluyendo mitosis, migracion, diferenciacion y apoptosis. Aunque la LH y la

prostaglandina F2a son los factores endocrinos primarios que controlan la funcién



del cuerpo luteo (Webb et al., 2002), muchos otros factores locales estan
involucrados, como el sistema IGF (factor de crecimiento parecido a la insulina),
IGFBPs (proteinas de union al factor de crecimiento parecido a la insulina), VEGF
(factor de crecimiento del endotelio vascular), factores angiogénicos y células
inmunes, las que producen otros factores como el MCP-1 (proteina
guimioatrayente de monocitos) que desempefian papeles claves para el desarrollo
y funcion del cuerpo lateo. (Webb et al., 2002).

La funcién principal del cuerpo liteo es secretar la hormona que mantiene
la gestacion en los mamiferos, la progesterona. A las 10-12 horas post-ovulacion
el cuerpo Iuteo de la yegua ya produce altas concentraciones de progesterona
(Gigli et al., 2006).

4.4.1 DESARROLLO DEL CUERPO LUTEO

La hormona luteinizante (LH) secretada por la hipdfisis anterior es fundamental
para el desarrollo y el funcionamiento normal del cuerpo luteo en la mayoria de los
mamiferos, aunque en algunas especies también participan la hormona del
crecimiento, la prolactina y el estradiol (Niswender et al., 2000; Diaz et al., 2002).

Después de la ovulacion, el cuerpo lateo se forma a partir de las células
residuales de la teca y de la granulosa. En el caso de la yegua, después de la
ovulacion las células de la teca interna sufren atresia, mientras que las células de
la granulosa se diferencian en células lateas grandes que se convierten en las
principales células productoras de esteroides (Harrison, 1946; Van Niekerk et al.,
1975). Aunque las células de la teca tienen un desempefio pobre en cuanto a su
produccion de progesterona y estradiol, es en ellas donde se sintetiza la mayor
parte de los androgenos que seran aromatizados por las células de la granulosa
(Sirois et al., 1991).

Un aspecto esencial del desarrollo Iuteo inicial es répida tasa de
proliferacion celular y de crecimiento del tejido. En ovejas el tejido folicular que

queda después de la ovulacién, que pesa 40 mg, se transforma en pocos dias en



un cuerpo liteo que pesa de 600 a 700 mg (Niswender et al., 2000). Este
crecimiento se presenta por el aumento de aproximadamente dos veces el tamafio
de las células luteas grandes, por un aumento en el nimero de células luteas
pequefas y por proliferacion de fibroblastos y de las células endoteliales.

El (VEGF), un mitdogeno especifico de las células endoteliales, es
probablemente el regulador principal de la proliferacion de las células endoteliales
del cuerpo luteo durante sus primeros dias de vida (Charnock-Jones y Smith,
1998). La LH induce la expresion de VEGF en foliculos preovulatorios y células
aisladas de la granulosa y la inmunoneutralizacion del VEGF anula la actividad
mitogénica de las células endoteliales en el cuerpo luteo en desarrollo (Charnock-
Jones y Smith, 1998).

La proliferacion de las células endoteliales es un requisito para la
neovascularizacion durante el desarrollo IUteo, lo que provoca la formacion de una
extensa red capilar en el cuerpo IUteo para sostener la tasa de flujo sanguineo al
cuerpo luteo (6-10ml ‘g ‘min™), que excede la cualquier otro tejido (Charnock-
Jones y Smith, 1998). Ademas, la mayor parte (59 %) de las membranas de las
células luteas esta en contacto directo con los capilares, mientras que otro
porcentaje importante (37%) esta en contacto con el espacio intersticial cercano a
capilares. Este estrecho contacto con la circulacién se debe a las altas demandas
metabolicas del cuerpo luteo, el cual consume de dos a seis veces mas oxigeno
por unidad de peso que el higado, el riidn o el corazén (Niswender et al., 2000).
En la yegua el cuerpo lateo y por ende el ovario, son indispensables durante los
primeros 70 dias de la gestacion e importantes entre el dia 70 y el dia 140,
después del cual la gestacion contintda sin problema si se realiza la ovariectomia
(Holtan et al., 1979).

4.4.2 VIDA MEDIA DEL CUERPO LUTEO PRIMARIO EN YEGUAS

La alta afinidad de la LH por sus receptores en las células luteas permite que el

cuerpo liteo se mantenga activo pese a las bajas concentraciones de LH



circulante durante el diestro y la gestacion temprana (Gigli et al., 2006). El primer
cuerpo luteo (cuerpo luteo primario) se forma en el sitio de la ovulacion a partir de
la cual se originé la gestacion y es mantenido hasta el dia 160 a 180 de la
gestacion (Squires et al., 1974a). Durante todo este periodo produce progesterona
para colaborar en el mantenimiento de la gestacion.

El cuerpo lateo de yeguas histerectomizadas tiene una vida mas corta que
la duracion de la gestacién, ya que regresa hacia el dia 140 (Squires et al.,
1974a), lo que difiere de lo que ocurre en otras especies. Por ejemplo la remocién
del Utero en vacas y en borregas resulta en el mantenimiento de la funcion Idtea
por un periodo equivalente o mas largo que la gestacion (Anderson et al., 1969).
Bolt (1966) comparé el peso del cuerpo luteo de borregas gestantes y borregas
histerectomizadas en los dias 50, 100, 120, 130, 140 y 150, siendo los pesos
medios en cada etapa similares entre las borregas gestantes y las
histerectomizadas, lo que sugiere que durante la gestacibn no se producen
hormonas luteotrdpicas especificas, sino que simplemente se evita la luteolisis. En
contraste con la borrega, en la yegua gestante es evidente la presencia de una
sustancia luteotropica, presumiblemente la eCG, ya que a partir del dia 35 de la
gestacion el cuerpo luteo primario es mas grande y mas activo que el de una

yegua histerectomizada en etapa similar.

4.4.3 FORMACION Y VIDA MEDIA DE LOS CUERPO LUTEOS ACCESORIOS
EN YEGUAS

Los cuerpos luteos secundarios y accesorios se forman debido a las oleadas de
FSH que ocurren cada 10 o 12 dias durante la gestacion, estimulando el
crecimiento folicular (Urwin y Allen, 1982). A partir del dia 35 de la gestacion, la
presencia de eCG estimula la ovulacién, o la luteinizacién sin ovulacién, de
algunos de los foliculos dominantes formados en diversas oleadas (Allen vy
Stewart, 2001).



El primer cuerpo luteo secundario se forma aproximadamente al mismo
tiempo que comienza la secrecidon de eCG (Bergfelt et al., 1989; Allen, 2005),
entre los dias 40 a 60 y en etapas posteriores se pueden formar cuerpos liteos
accesorios adicionales. Todos los cuerpos luteos suplementarios sufren regresion
aproximadamente al mismo tiempo que el cuerpo lateo primario, entre el dia 160 a
180 de la gestacion (Squires et al., 1972; Squires et al., 1975a; Holtan et al.,
1979).

Tanto el cuerpo lateo primario como los suplementarios persisten mas alla
de la mitad de la gestacion, cuando la placenta ya esta lo suficientemente
desarrollada para encargarse de manera satisfactoria del suministro de la
progesterona necesaria para mantener la gestacién exitosamente hasta su término
(Cole et al., 1931; Amoroso et al., 1948).

Tanto el cuerpo Idteo primario como los que se forman posteriormente
durante la gestacion se mantienen en los ovarios estimulados por la acciéon
luteotropica de la eCG (Allen y Stewart, 1993; Rodger et al., 1998).

4.5 HORMONAS ESTEROIDES

Las hormonas esteroides se sintetizan en las glandulas adrenales, gbénadas,
placenta y el sistema nervioso central (Stocco, 2000a), ademéas de el tejido
adiposo (Sanderson, 2006). El precursor para la produccion de las hormonas
esteroides es el colesterol (Stocco, 2000a), a partir del cual se sintetizan los
glucocorticoides, los mineralocorticoides, los progestagenos, los andrégenos y los
estrogenos. En el presente trabajo se evalla el papel de le eCG en la estimulacién
de la secrecion ovérica de progestagenos, androgenos y estrogenos, por lo que a
continuacion se revisan diversos aspectos de la regulacién de la sintesis de cada

uno de estos grupos hormonales.



4.5.1 FUENTES DE COLESTEROL

Bajo condiciones normales la mayor parte del colesterol se sintetiza en el higado y
es transportado asociado a lipoproteinas a los 6rganos esteroidogénicos (corteza
adrenal, foliculo ovarico, cuerpo lateo, testiculos, placenta). Las lipoproteinas de
baja densidad (LDL), son la fuente mas comun de colesterol utilizada para la
produccion de hormonas esteroides en el cuerpo lateo, el cual cuenta con
receptores especializados para su captura (Diaz et al., 2002).

Bajo condiciones de privacion de lipoproteinas (reduccion en la sintesis de
proteinas o en la mayoria de las condiciones in vitro), las células luteas son
capaces de sintetizar colesterol de novo a partir del acetato, pero en condiciones
normales la mayoria del colesterol usado en la esteroidogénesis se obtiene de la
sangre en forma de LDL o HDL (Diaz et al., 2002).

4.5.2 OBTENCION DEL COLESTEROL A NIVEL CELULAR

Las LDL aportan el colesterol para la sintesis de hormonas esteroides, siendo
captadas por las células esteroidogénicas por medio de endocitosis una vez que
se han asociado a su receptor en la membrana celular. Los endosomas que
contienen a las LDL en el interior de las células se fusionan con los lisosomas,
cuyas enzimas degradan a las proteinas y desesterifican el colesterol (Diaz Chico,
2004). El colesterol libre que procede de las LDL bloquea la sintesis de novo de
colesterol por la propia célula ovérica, siendo eventualmente re-esterificado y
acumulado en gotitas lipidicas en el citoplasma celular (Diaz Chico, 2004). Cuando
deba ser utilizado, el colesterol sera desesterificado nuevamente y liberado de la
gotita lipidica en el primer paso de la sintesis de cualquiera hormona esteroide
(Diaz Chico, 2004).



4.5.3 TRANSPORTE DE COLESTEROL HACIA LA MITOCONDRIA

La sintesis de todos los esteroides depende en forma absoluta del transporte de
colesterol desde el citoplasma hasta la membrana mitocondrial interna (Devoto et
al., 2002), donde el complejo enzimatico colesterol P450s., corta la cadena lateral
del colesterol para formar pregnenolona (Watson et al., 2000). Varias proteinas se
encuentran involucradas en el transporte del colesterol hacia el interior de la
mitocondria, entre ellas esta proteina transportadora SCP (sterol carrier protein), el
receptor benzodiacepina periférico y la proteina StAR (Stocco, 2001). El principal
punto de regulacion del transporte es la proteina StAR (Christenson y Devoto,
2003). Este paso también parece ser el sitio principal de regulacion positiva y
negativa de la esteroidogénesis por sistemas de segundos mensajeros
(Christenson y Strauss, 2001).

Las hormonas gonadotropicas como la LH estimula la produccion de la
proteina STAR en sus células blanco (Christenson y Strauss, 2001). En
condiciones basales esta proteina se encuentra en niveles muy bajos tanto en las
células de la granulosa como en las células de la teca (Kiriakidou et al., 1996;
Pescador et al., 1996; Chaffin et al., 2000), aumentando considerablemente en
presencia de LH. Los niveles de la proteina StAR en las células esteroidogénicas
del ovario se reducen considerablemente cuando a una yegua se le suprime su
produccion de LH mediante la aplicacion de un antagonista de GnRH (Cetrorelix)
(Devoto et al., 2001). Durante la gestacion la eCG estimula la expresion de mRNA
para la sintesis de STAR (Watson et al., 2000).

En diversas especies se ha demostrado que la aplicacién de una dosis
luteolitica de PGF2a causa un decremento en los niveles expresion del gen que
codifica la proteina StAR (Sandhoff y Maclean, 1999; Diaz et al., 2002). El papel
critico jugado por la StAR en la esteroidigénesis fué documentado claramente por
Lin et al. (1995), quienes demostraron que la reduccién severa en la sintesis de
esteroides adrenales y gonadales que se presenta en pacientes con hiperplasia

adrenal lipoide congénita se debe a mutaciones en el gen StAR.



Como se menciond anteriormente, ademas de la proteina StAR, otras
proteinas juegan un papel importante en el transporte de colesterol hacia la
mitocondria. Tal es el caso del receptor periférico de tipo benzodiacepina PBR
(Papadopoulos et al., 1997), que se encuentra en la membrana de la mitocondria
de las células productoras de esteroides (Diaz et al., 2002), asi como también el
polipéptido inhibidor de la unién de diacepam o DBI, y el ligando interno del PBR
(Papadopoulos et al., 1997). La eliminacion dirigida del gen del receptor PBR en
las células esteroidogénicas reduce drasticamente la secrecién de hormonas
esteroides, lo cual se revierte si los receptores son reintroducidos a la célula

(Papadopoulos et al., 1997).

4.5.4 CONVERSION DE COLESTEROL A PREGNENOLONA

Una vez transportado a la matriz mitocondrial, el colesterol es atacado por el
sistema enzimatico P-450s, teniendo como resultado la produccién de
pregnenolona (Boerboom y Sirois, 2001). El sistema enzimatico P450s., también
llamado 20-22 desmolasa, corta la unidn entre los carbonos 20 y 22 del colesterol,
separando la cadena lateral de 6 carbonos (22 al 27) del colesterol, produciendo
acido isocaproico y pregnenolona. El sistema enzimatico que media la
transformacion es complejo, incluyendo tres enzimas, el citocromo P450¢c
propiamente dicho, una segunda proteina llamada adrenoxina y una flavoproteina
(NADPH: reductasa de adrenoxina), ademas de fosfolipidos para crear la
interaccién entre el colesterol y las enzimas. El proceso consume NADPH+H y
oxigeno molecular y ocurre sin la liberacion de productos intermediarios, solo

acido isocaproico y pregnenolona (Diaz Chico, 2004).



4.6 SINTESIS DE HORMONAS ESTEROIDES A NIVEL OVARICO

La sefal principal para iniciar la sintesis de hormonas esteroides en las células
esteroidogénicas del ovario es la unién de la LH a con sus receptores especificos
en la membrana celular, lo que activa la sintesis intracelular de AMP-ciclico (Diaz
Chico, 2004). Ademés la sintesis de hormonas esteroides por las gbnadas
depende de la disponibilidad de colesterol para su sucesiva conversion en
pregnenolona, progesterona, andrégenos, y estrégenos (Belin et al, 2000).

En el foliculo ovarico las células de la granulosa y de la teca del foliculo son
los sitios donde se producen las hormonas esteroides. La teca interna produce
grandes cantidades de androgenos (androstenediona y testosterona), los cuales
se difunden hacia las células de la granulosa, donde sirven como sustrato para la
produccion de estrégenos (Mindnich et al., 2004; Sanderson, 2006). Por otro lado,
las células de la granulosa producen progesterona (Belin et al., 2000) pero son
incapaces de convertirla en andrégenos, por lo que es necesaria la interaccion de

ambos tipos celulares a nivel ovérico.

4.6.1 PRODUCCION DE PROGESTERONA LUTEA

La produccion de progesterona a nivel ovarico se lleva acabo principalmente por
las células luteas bajo el efecto de la LH (Sirois et al., 1991; Donadeu y Ginther,
2001). Se ha encontrado una asociacion positiva entre los niveles de la proteina
StAR y la produccion de progesterona, lo que habla de la importancia de esta
proteina como paso limitante en la produccion de progesterona (Kerban et al.,
1999).

La biosintesis de progesterona requiere de solo dos reacciones
enzimaticas; la conversion de colesterol a pregnenolona y la transformacion de
pregnenolona a progesterona. Como ya se mencion0, el primer paso requiere la
intervencién de la proteina StAR, que es la responsable de transferir el colesterol
de la membrana mitocondrial externa a la interna (Belin et al., 2000), para que una

vez dentro de la membrana mitocondrial interna el colesterol pueda ser atacado



por la P450s Yy convertido en pregnenolona (Stocco, 2000b). La segunda
transformacion requiere que sobre la molécula de pregnenolona recién formada
actle la enzima 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa A°, A* isomerasa (3B-HSD)
presente en el reticulo endoplasmico liso (SER), que la convertira en progesterona
(Stocco, 2000a; Christenson y Devoto, 2003). La 3B-HSD tiene dos acciones sobre
la molécula de pregnenolona, primero se produce la oxidacion del grupo hidroxilo
en el carbono 3 de la pregnenolona y en segundo lugar, como consecuencia de la
oxidacion se produce la isomerizacion del doble enlace, que cambia de posicién.
La oxidacion requiere de la participacion de NADPH+H (Diaz Chico, 2004).

La otra enzima que puede actuar sobre la pregnenolona es la 17a-
hidroxilasa (P450c17) que la convertira en 17a-hidroxi-pregnenolona.
Normalmente en el cuerpo luteo la 3-HSD es mas activa que la P450c17, por lo
que la gran mayoria de la pregnenolona se transforma en progesterona (Diaz
Chico, 2004).

La diferenciacion de las células de la granulosa del foliculo en células Iuteas
capaces de producir progesterona en grandes cantidades se acompafia por un
aumento en la expresion de las enzimas necesarias para la conversion de
colesterol a progesterona (P-450s.c Y 3B-HSD), y en la disminucién en la
expresion de las enzimas que convierten la progesterona en estrdgenos, por
ejemplo la P-450c17 y la P-450 aromatasa (Sanderson, 2006).

Ademas del cuerpo lateo primario, en la yegua los cuerpos IUteos
accesorios también producen cantidades considerables de progesterona, hecho
demostrado por las altas concentraciones de progesterona encontradas en la vena
proveniente de ovarios que contenian exclusivamente un cuerpo liteo secundario
(Squires y Ginther, 1975b), por lo que se considera que el cuerpo lateo secundario
sirve como suplemento y no reemplaza la fuente primaria de progesterona

producida por el primer cuerpo lateo (cuerpo luteo primario de la gestacion).



4.6.2. SECRECION DE PROGESTERONA DURANTE LOS PRIMEROS MESES
DE LA GESTACION EQUINA

Para mantener la gestacion se requiere mantener altos niveles de progesterona de
manera continda (Squires et al., 1974b). La secrecion de progesterona aumenta
de manera muy rapida entre el dia 0 (ovulacién) y el dia 1 (Gastal et al., 2005),
continuando en aumento hasta el dia 8 post-ovulacion, a partir del cual se
estabilizan para comenzar a bajar alrededor del dia 13 o 14 en yeguas no
gestantes debido a la regresion del cuerpo luteo (Bergfelt et al., 1989) En la yegua
gestante no se produce la regresion del cuerpo luteo a partir del dia 13, aunque
los niveles de progesterona si sufren una disminucion entre los dias 12 y 30, para
posteriormente aumentar entre los dias 32 a 44 debido a la estimulacion lutea
ejercida por la eCG (Squires et al., 1974b). Se ha encontrado una relacion positiva
durante los primeros meses de gestacién equina, entre la secrecion de eCG y la
produccion de progesterona lUtea, pues una vez iniciada la secrecion de eCG
(después del dia 35) se estimula un incremento en la produccion de progesterona
(Daels et al., 1998).

Durante la gestacion de la yegua los niveles de progesterona aumentan
progresivamente entre el dia cero y el dia 8 (Holtan et al., 1975), cuando llegan a
ser de 7 o mas ng.ml*, disminuyendo a partir de dia 14 (Squires et al., 1974b)
para llegar a menos de 5 ng.ml* en el dia 28. Durante el primer mes de la
gestacion la produccidén de progesterona por el cuerpo IUteo es mantenida por la
secrecion de LH hipofisiaria, por lo que existe una correlacion positiva entre las
concentraciones de LH y las de progesterona entre los dias 5 y 24 de la gestacién
(Nett y Pickett, 1979; Belin et al., 2000). También se ha demostrado la relacion
temporal entre los pulsos de LH y los pulsos de progesterona (Perkins et al.,
1993).

Entre los dias 28 y 44 las concentraciones de progesterona vuelven a
elevarse debido al inicio de la secrecion de eCG (Nett y Pickett, 1979; Daels et al.,

1991) que estimula al tejido Iuteo del ovario para que secrete una mayor cantidad



de progesterona (Squires et al., 1974b). Las concentraciones de progesterona
alcanzan su maximo nivel alrededor del dia 65 de la gestacién, cuando superan
los 15 ng.ml* (Holtan et al., 1975). Posteriormente disminuyen gradualmente
hasta alcanzar niveles muy bajos entre los dias 150 y 180 (Squires et al., 1974b).
En esta etapa los cuerpos luteos han dejado de producir progesterona, pero el
apoyo progestacional de la gestacion se mantiene porque la placenta adquiere la
capacidad de producir cantidades suficientes de progesterona a partir del dia 120
de la gestacion (Holtan et al., 1979).

La eCG producida por las copas endometriales de la yegua tiene un
importante papel luteotropico entre el dia 35 y el dia 120 a 150 de la gestacion
equina. El incremento en las concentraciones de progesterona que ocurre a partir
de que se inicia la secrecion de eCG (dia 35) se atribuye tanto al resurgimiento del
cuerpo luteo primario (Daels et al., 1991b) como a la formacion y desarrollo de
cuerpos luteos secundarios (Bergfelt et al., 1989). En un estudio se observd que
en todas las yeguas ocurre un incremento en las concentraciones de progesterona
entre los dias 32 y 44 de la gestacibn a pesar de que aun no han ocurrido
ovulaciones secundarias, o que demuestra que el cuerpo lateo primario aumenta
su actividad al ser expuesto a la eCG (Squires et al., 1974c).

La relacion entre la elevacion de las concentraciones de progesterona y el
inicio de la produccion de eCG es muy clara. El incremento en las concentraciones
de progesterona no ocurre antes de que se inicie la secrecion de eCG, pero se
elevan de inmediato desde el primer dia en que se logra detectar la presencia de
eCG en la circulacion (Bergfelt et al., 1989), alcanzando niveles significativamente
superiores dos dias después de la deteccion de eCG (Bergfelt et al., 1989). Una
relacion similar entre las concentraciones de progesterona y la primera deteccion
de gonadotropinas coridénicas ha sido encontrada en monos (Knobil, 1973) y
humanos (LeMaire et al.,, 1971). Por otra parte, las concentraciones de
progesterona se incrementan después de dia 35 en yeguas gestantes, pero no en
yeguas donde se realiza la histerectomia en las que el cuerpo lateo de la

ovulacion se mantiene mas alla del dia 35, pero no se reactiva (Squires et al.,



1974a) indicando que los cuerpos liteos no estan programados intrinsecamente
para resurgir a partir del dia 35, sino que se requiere la eCG de origen fetal para
que se dé el incremento de progesterona.

El papel luteotropico de la eCG también se ha demostrado in vitro, donde se
ha encontrado que estimula la produccion de progesterona por las células de la
granulosa en una manera proporcional a la dosis aplicada (Knobil y Neil, 1998). La
adicién de eCG a un medio conteniendo cortes de cuerpos liteos primarios o
secundarios obtenidos de yeguas en el dia 100 de la gestacion resulté en un
incremento significativo en la produccion de progesterona in vitro (Squires et al.,
1979).

Los niveles de eCG durante la gestacién equina son enormes (1-8 pug.ml™)
comparados con los niveles de LH (5-30 ng.ml™?), por lo que logra una buena
ocupacion de los receptores de LH a pesar de su baja afinidad por los mismos
(Knobil y Neil, 1998). Tanto el cuerpo luteo primario de la gestacion como los
secundarios responden a la eCG durante todo el tiempo que se mantiene su
secrecion por las copas endometriales (Saint-Dizier et al., 2003).

En el caso de las yeguas servidas con burro, la destruccion prematura de
las copas endometriales provoca una caida muy rapida en las concentraciones de
eCG, lo que tiene como consecuencia una producciébn de progesterona
significativamente menor a la de las yeguas gestantes con caballo desde el
segundo mes de la gestacion (Allen y Stewart, 1993; Allen et al., 1993b; Boeta y
Zarco, 2005), lo que podria ser la causa de un cierto niumero de pérdidas de la
gestacidon en las yeguas utilizadas para la produccion de mulas debido a que la
placenta aun no tiene la capacidad de producir suficiente progesterona para
mantener al gestacion al producirse la regresion prematura de las copas

endometriales y de los cuerpos luteos.



4.6.3 PRODUCCION DE ANDROGENOS OVARICOS

En todas las especies el ovario debe producir androgenos para poder producir
estrdgenos ya que estos se producen a partir de la aromatizacion de andrégenos.
Sin embargo, en la yegua la produccion de androgenos es muy elevada, por lo
gue una proporcion muy importante de los andrégenos producidos pasan a la
circulacién sin ser convertidos en estrogenos, siendo los andrégenos mas

importantes en la circulacién de la yegua la androstenediona y la testosterona.

4.6.4 PRODUCCION DE ANDROSTENEDIONA

Tanto la pregnenolona como la progesterona son sustratos de la enzima 17a-
hidroxilasa, enzima del reticulo endoplasmico que cataliza el paso limitante en la
formacion de androgenos. Esta enzima esta compuesta por un citocromo
especifico, P450,7c y por la flavoproteina NADPH-citocromo P450 reductasa.
(Diaz Chico, 2004).

En caso de que el sustrato sea la pregnenolona, la enzima 17a-hidroxilasa
produce, 1l7a-hidroxipregnenolona, sobre la que después actuara otra vez la
hidroxilasa como la 17-20 liasa que corta la unién entre el carbén 17 y el 20,
dando como resultado la formacion de dehidroepiandrosterona, que ya es un
androgeno de 19 carbonos. Posteriormente actuara la enzima 3B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa para transformarla en androstenediona (Diaz Chico et al., 2004).
Por otra parte, si el sustrato de la 17a-hidroxilasa es la progesterona, la enzima
producira en primera instancia 17a-hidroxiprogesterona, que sera atacada
nuevamente por la actividad 17-20 liasa de la 17a-hidroxilasa para formar
androstenediona (Diaz Chico et al., 2004).

Interesantemente se ha encontrado una relacion entre el inicio de la
secrecion de eCG en la yegua gestante y un aumento en la produccién latea de
androgenos, asociado esto con un aumento en la expresion litea de la enzima

P450 17a-hidroxilasa después del inicio en la secrecion de eCG (Albrecht y Daels,



1997). El aumento en la expresion de la 17a-hidroxilasa en el cuerpo luteo de la
yegua que se produce a partir del dia 40 de la gestacién equina (Rodger et al.,
1998) esta muy correlacionado con el inicio en la secrecion de eCG (Albrecht et
al., 1997b).

4.6.5 SECRECION DE ANDROSTENEDIONA DURANTE LA GESTACION
EQUINA TEMPRANA

La secrecion de androstenediona durante los primeros meses de la gestacion
equina esta aparentemente influida por la eCG, pues antes del dia 35 los niveles
de androstenediona son bajos, para comenzar a elevarse a partir del dia 35,
aumentando de valores menores a 100 pg.mI™ en el dia 35 a valores que de hasta
600 pg.ml™ en el dia 45 en algunas yeguas. Debido a la correlacién temporal se
piensa que este aumento es debido al estimulo ejercido a nivel luteo por la eCG
(Daels et al., 1998). En yeguas que tenian un cuerpo lateo funcional a las cuales
se les administr6 eCG durante los dias 22 a 28 (antes del inicio de secrecion
natural de eCG) se produjo un aumento en la secrecion de androstenediona,
mientras que en las yeguas gque no recibieron eCG exdgena no se produjo este
aumento antes del dia 35 (Daels et al., 1998), lo que confirma la capacidad de la
eCG para estimular la produccion de androstenediona por el cuerpo lateo (Daels
et al., 1998). Esto podria explicar el porqué la maxima secrecion de eCG durante
los dias 60 a 70 de la gestacion coincide con el pico de produccion de
androstenediona. Ademas al bajar las concentraciones de eCG circulante también
lo hacen los niveles de androstenediona, aunque sufren un segundo incremento
después del dia 80, aparentemente debido a la activacion de las gonadas fetales,
las cuales expresan el gen responsable de codificar la enzima 17 a-hidroxilasa
responsable de la sintesis de andrégenos (Hasewaga et al., 2001).

En el presente trabajo se propone una forma de evaluar el papel de la eCG
en la sintesis de androstenediona durante la gestacion equina mediante la

comparacion de las concentraciones de esta hormona durante la gestacion normal



de yeguas servidas con caballo y la gestacion de yeguas servidas con burro, en
las que se sabe que existe una deficiencia natural en la produccion de eCG (Boeta
y Zarco, 2005).

4.6.6 BIOSINTESIS DE TESTOSTERONA

La produccion de testosterona es resultado de la accion ejercida por la enzima 1783
hidroxiesteroide deshidrogenasa (178 HSD) sobre la molécula de
androstenediona, transformandola en testosterona (Belin et al.,, 2000). La
produccion de andrégenos en las yeguas ocurre mayoritariamente en las células
de la teca bajo el estimulo de LH (Sirois et al., 1991; Belin et al., 2000; Donadeu y
Ginther, 2002).

La biosintesis de testosterona a nivel ovarico es normalmente estimulada
por la LH hipofisiaria, por lo que la eCG también puede potencialmente estimular
la secrecion de testosterona por las células ovéaricas.

La unién de la LH o eCG a los receptores para LH resulta en la activacion
de la proteina G que a su vez estimula a la enzima adenil ciclasa para provocar la
elevacion intracelular de los niveles de AMPc. Esto da como resultado la
activacion de la cascada de eventos que en Ultima instancia ocasionan la sintesis
y secrecion de testosterona por las células de la teca del foliculo ovarico en
cuestion de minutos después de la estimulacion inicial. La conversion del
colesterol en testosterona ocurre mediante la activacién de una serie de proteinas
cuyas caracteristicas y actividades enzimaticas son bien conocidas.

Las cuatro enzimas involucradas en la biosintesis de testosterona son:

a)-. P450s.. 0 citocromo P450 de ruptura de la cadena lateral

b)-. La 3B-Hidroxiesteroide deshidrogenasa o 3p-HSD/A®> A* isomerasa

C)-. La P450 174

d)-. La 17B-Hidroxiesteroide deshidrogenasa o 173-HSD



El papel de cada enzima se describe a continuacion;

A. P450cc
La citocromo P450 de ruptura de la cadena lateral es parte de un sistema
enzimatico cuya funcion es cortar la cadena lateral del colesterol para producir
pregnenolona. Durante la conversidn de colesterol a pregnenolona ocurren tres
eventos por separado. Primero, el colesterol es hidroxilado en la posicién C22,
seguido por una segunda hidroxilacion en la posicion C20 y finalmente se da la

ruptura de la unién 20-22 para producir pregnenolona.

B. La 3B-Hidroxiesteroide deshidrogenasa
La enzima 3B-Hidroxiesteroide deshidrogenasa (3p-HSD)/A> A* isomerasa es la
enzima responsable de la conversion de pregnenolona a progesterona en tejidos
que utilizan la via A* ene y la via A° para la conversién de pregnenolona a
hidroxipregnenolona. Esta enzima tambien puede efectuar la conversion de
dehidroepiandrosterona a androstenediona. La actividad isomerasa rearregla o
acomoda el doble enlace encontrado entre el C5 y C6 para formar el doble enlace

encontrado entre C4 y C5.

C. P450 174
Esta enzima, de la misma manera que la 3B-HSD, también lleva a cabo dos
funciones separadas. La primera de estas funciones es la hidroxilacion del
substrato, ya sea pregnenolona o progesterona, a 17a- hidroxipregnenolona o
17a- hidroxiprogesterona respectivamente. La segunda actividad mostrada por
esta proteina es la actividad de 17,20 liasa con lo cual puede convertir los
esteroides de 21 carbonos hidroxipregnenolona e hidroxiprogesterona en los de 19

carbonos dehidroepiandrosterona y androstenediona respectivamente.



D. 178-HSD
La ultima reaccion en la ruta de la biosintesis de testosterona es la reduccion de
androstenediona a testosterona por la enzima 17B-hidroxiesteroide
dehidrogenasa, que reside en el reticulo endoplasmico. Esta enzima tiene
actividad cetoesteroide reductasa. Esta es una reaccion reversible en la cual la
concentracion de los substratos y los productos determinan la direccion de las

reacciones quimicas.

4.6.7 SECRECION DE TESTOSTERONA DURANTE LOS PRIMEROS MESES
DE GESTACION EN LA YEGUA

Aunque los niveles de testosterona secretados por la yegua durante los primeros 4
meses de gestacion son bajos comparados con los de la progesterona, la
secrecion de testosterona, al igual que la de otros androgenos y estrégenos, sigue
un patron que coincide con la sintesis y secrecion de la eCG (Rodger et al., 1998).
Al parecer la secrecién de testosterona durante la gestacion de la yegua es
bifasica (Silberzahn et al., 1984).

Daels et al. (1996) realizaron un estudio en yeguas gestantes disefiado para
evaluar el papel de la eCG y del cuerpo luteo en la produccion de testosterona. Un
grupo consistié de yeguas gestantes a las que simplemente se les determinaron
las concentraciones de testosterona en diferentes etapas de la gestacion. Un
segundo grupo fue tratado con PGF2a para destruir el cuerpo Iateo y también con
altrenogest para mantener la gestacién. Un tercer grupo fue tratado solamente con
altrenogest, encontrando los siguientes resultados: En las yeguas a las cuales se
les destruyo el cuerpo lateo los niveles de testosterona fueron menores que los de
los otros dos grupos desde antes de que se iniciara la secrecién de eCG. Al
elevarse las concentraciones de eCG, los niveles de testosterona se
incrementaron rapidamente en las yeguas de los dos grupos que tenian cuerpo
liteo funcional. En el grupo que no tenia cuerpo luteo funcional no se presento el

incremento asociado con el inicio de la secrecion de eCG. Sin embargo, este



grupo tuvo un incremento gradual después del dia 50, probablemente asociado
con la luteinizacion de nuevos foliculos por efecto de la eCG. Los niveles mas
bajos de testosterona en yeguas sin cuerpo lateo funcional antes de la secrecién
de eCG vy la estrecha relacion entre la secrecién de eCG y el incremento de la
secrecion de testosterona en yeguas gestantes con un cuerpo luteo funcional,
pero no en aquellas sin cuerpo liteo permiten proponer que el incremento en la
secrecion de testosterona después del dia 35 de prefiez es el resultado del
estimulo de la eCG sobre la sintesis de testosterona lutea. En el presente estudio
se prueba esta hipotesis mediante la comparacion de los patrones de secrecion de
testosterona en yeguas servidas con caballo, que tienen produccion normal de
eCG, y en yeguas servidas con burro, que presentan niveles muy bajos de eCG
durante la gestacion.

4.6.8 PRODUCCION DE ESTROGENOS A NIVEL OVARICO

En la produccion folicular de estradiol estan involucradas tanto las células de la
teca como las células de la granulosa (Gore-Langton y Armstrong, 1994; Bergfelt
et al., 2001). EI modelo comin de dos células dos gonadotropinas para la
produccion de estradiol por los foliculos preovulatorios sostiene que la teca interna
es estimulada por la LH para producir andrégenos mientras que la FSH (y LH en
foliculos maduros) estimula a las células de la granulosa para que aromatice los
andrdgenos provenientes de la teca interna para convertirlos en estrogenos (Sirois
et al., 1991). Otro modelo ha sugerido que el papel de las células de la granulosa
es la de producir progesterona (Diaz Chico, 2004), mientras la teca interna es
responsable de la produccidén de androgenos (Boerboom et al., 1999) a partir de la
progesterona producida por las células de la granulosa. Posteriormente los
andrégenos regresarian a la célula de la granulosa para ser aromatizados a
estrégenos.

Sirois et al. (1991) mostraron que las células de la granulosa sintetizan

progesterona, la cual pasa a las células de la teca y es convertida en andrégenos.



Los androgenos producidos por la teca interna pasan a las células de la granulosa,
donde finalmente son aromatizados por la enzima aromatasa presente en estas
células (YougLai y Jarrell, 1983) y son convertidos en estradiol (Schams y Berisha,
2002).

La enzima aromatasa, que es la responsable de catalizar la biosintesis de
estradiol es producto del gen CYP19 (Simpson y Davis, 2001, Hasewaga et al.,
2001).

Conforme avanza la gestacion las concentraciones de estradiol se elevan
gradualmente, al parecer estimulados por la LH. En esta etapa se han encontrado
aumentos en los niveles de la proteina StAR, la enzima P450scc y la 3BHSD
(Belin et al., 2000), responsables de la produccién de progesterona, asi como un
aumento en los niveles de la enzima aromatasa, responsable de la aromatizacién
de los androgenos (Belin et al., 2000). En cultivos de células de la granulosa a las
gue no se les suplié testosterona no se registré un aumento en la produccién de
estradiol en respuesta a las gonadotropinas, lo que indica la necesidad de
cooperacion con las células de la teca como proveedoras de andrégenos (Sirois et
al., 1991).

La producciéon de eCG y su elevacion a partir del dia 35 coinciden con una
estimulacién de la sintesis de enzimas esteroidogénicas en el cuerpo Iuteo de la
yegua, incluyendo a la P450s. y la 17a-hidroxilasa (Albrecht y Daels, 1997,
Albrecht et al., 1997a, 1997b). Algo interesante es que la actividad de la a enzima
P450 aromatasa, que convierte los androgenos en estrégenos, no es estimulada
por la eCG, lo que sugiere que el paso limitante en la sintesis lGtea de estrogenos
es la disponibilidad de andrégenos, y no la capacidad de convertirlos en
estrogenos. Al parecer la aromatasa esta presente siempre en las células luteas y
no requiere de una activacion por parte de la eCG, como ocurre con otras enzimas

tales como la 17a-hidroxilasa (Albrecht et al., 1997b).



4.6.9 PATRON DE SECRECION DE ESTROGENOS DURANTE LA GESTACION
TEMPRANA EN LA YEGUA

Aunque los niveles de estradiol alcanzan su maximo nivel poco antes de la
ovulacion (Gastal et al., 2006), sufren una disminucion conforme el cuerpo luteo es
formado (Belin et al., 2000), por lo que durante el diestro temprano disminuyen los
niveles de aromatasa presentes en el ovario (Gastal et al., 2006). En esta etapa
del ciclo estral existe una correlacion negativa entre los niveles de LH y los de
estradiol.

Entre los dias 0 al 35 los niveles de estrogenos totales encontrados en las
yeguas gestantes (0.5 ng.ml* o menos) son similares a los encontrados en una
yegua vacia que se encuentre en la etapa de diestro (Terqui y Palmer, 1979).
Después del dia 35 se da un incremento en las concentraciones de estradiol que
coincide con una elevacion en los niveles plasmaticos de eCG (Urwin y Allen,
1982). Experimentalmente se ha demostrado que la administracidon exdgena de
eCG antes del dia en el que normalmente comienza la secrecion enddgena de la
hormona estimula la secrecion de estrdgenos en yeguas gestantes (Daels et al.,
1998).

Los estrogenos que se secretan durante los dos primeros meses de la
gestacién en la yegua son de origen ovarico, ya que la elevacion de sus niveles no
ocurre si la yegua es ovariectomizada antes del dia 35 y se le mantiene la
gestacion con progestagenos sintéticos (Terqui y Palmer, 1979; Daels et al.,
1990), Los niveles de estrogenos conjugados en yeguas ovariectomizadas
gestantes fueron aproximadamente un 13% con respecto a las concentraciones en
yeguas intactas gestantes (grupo testigo) entre los dias 20 a 33, de 5% en el dia
39 y de 20% en el dia 70 (Daels et al., 1990). La mayor parte de los estrégenos
durante los primeros dos meses de la gestacion son secretados por el tejido lateo
y no por los foliculos (Daels et al., 1991b).

Los niveles de estrégenos totales se mantienen elevados a mas de 3 ng.ml™
entre los dias 40 y 60, después de lo cual ocurre una segunda elevacion para

llegar a méas de 10 ng.ml™ para el dia 90).



Después del dia 90 conforme la gestacion progresa en la especie equina,
las gbénadas fetales empiezan a crecer y aumentan la secrecion de
dehidroepiandrosterona en la circulacion fetal, y esta pasa a la placenta donde
sufre aromatizacion (Ainworth y Ryan, 1966; Raeside y Liptrap, 1975; Pashen y
Allen, 1979; Raeside et al.,, 1979), lo que se refleja en un aumento en las
cantidades de estradiol, por lo que el estradiol secretado después del dia 90 es de

origen fetal-placentario y no ovarico.



5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Localizacion

El presente estudio se realiz6 en el Rancho San Francisco de la Universidad
Nacional Auténoma de México, localizado en Chalco, Estado de México, a 19° 09
20" latitud norte y 90° 58 17” longitud oeste a 2,550 metros sobre el nivel del mar
(Garcia, 1981).

5.2 Animales y grupos experimentales

Se utilizaron 20 yeguas criollas de 4 a 14 afios de edad y con peso promedio de
270 kg. La condicion corporal de las yeguas variaba entre 2.5 y 3.5 en una escala
de 0 a 5 (Martin-Rosset, 1993) siendo esta condicion la 6ptima para la especie

equina.

Las yeguas permanecieron en estabulacion y se alojaron en corrales grupales
dotados de espacio y comederos suficientes, asi como una fuente permanente de
agua para bebida. Las dieta consisti6 en heno de avena, heno de alfalfa y

concentrado comercial.

Con la finalidad de contar con yeguas con niveles altos y bajos de eCG durante la
gestacion, los animales fueron divididos al azar en dos grupos: El grupo de alta
eCG estuvo constituido por yeguas inseminadas con semen de caballo (n=10) y el
grupo de baja eCG formado por yeguas inseminadas con semen de burro (n=10).
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 patoldgicas clinicamente detectables.
Posteriormente las yeguas fueron sincronizadas con un progestageno por via oral

(altrenogest .044mg/Kg). Una vez detectado el estro durante 3 dias por medio de



un caballo recelador las yeguas fueron examinadas diariamente a través de
palpacion y ultrasonografia transrectal para determinar el grado de desarrollo
folicular. Al detectarse un foliculo de 38 mm o mayor se programaba para la
inseminacion artificial inyectando para ello 1,500 Ul de hCG (Ginther, 1986) para
inducir la ovulacién y la inseminacion se realizaba 24 horas después. El dia en el
cual se llevo a cabo la inseminacion fue considerado de manera convencional

como el dia cero de la gestacion.

Para la inseminacion artificial se colectd, segun el caso, semen de un burro
Kentucky o de un garafion por medio de vagina artificial modelo Missouri y se
diluyé el semen 3:1 en leche descremada ultra pasteurizada (Boeta y Zarco,
2000), conservandose a 5°C en un equitainer (Hamilton Thorn) hasta la
inseminacion artificial de las yeguas. Una vez inseminadas, las yeguas fueron
inspeccionadas nuevamente por ultrasonografia utilizando un equipo Sonovet 600
con transductor lineal de 5 Mhz para confirmar la gestacion doce dias después de
haberse inseminado (dia 0 = dia de inseminacion). Toda aquella yegua
diagnosticada como vacia volvia al proceso de deteccion de calores y se procedia
a inseminar de nuevo para tratar de establecer una gestacion. Una vez que las

yeguas quedaban gestantes se conformaron los grupos de manera permanente.

A partir de los 30 dias de gestacion se realizaron ultrasonidos 2 veces a la semana
para determinar la viabilidad embrionaria, el ritmo de crecimiento de la vesicula
fetal, asi como el diametro de los cuerpos luteos. Se utiliz6 un equipo de
ultrasonido con transductor lineal de 5 Mhz hasta el dia 60 de la gestacion, y
posteriormente se utilizd un transductor lineal de 3.5Mhz (Aloka, Echo Camera
SSD-506; Aloka, Co., LTD, Tokio, Japan) hasta los 150 dias. En cada evaluacién
se determind ademas la viabilidad fetal mediante la presencia de latido cardiaco,
movimiento fetal y/o pulsacion del cordon umbilical del producto.



Diagrama del experimento
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Fig. 1 Diagrama que muestra las actividades llevadas a cabo durante el trabajo de campo en
ambos grupos de animales. Dx Gx = Diagnéstico de gestaciéon, Sem x = enumera las

semanas consecutivas que desde la semana 5 hasta la semana 17.



5.3 Muestreo sanguineo y procesamiento de muestras

Se recolectaron muestras de sangre dos veces por semana mediante
venopuncion yugular utilizando tubos al vacio con gel activador de la coagulacion

para separar el paquete celular del plasma sanguineo.

El plasma se separ6 del paquete celular mediante centrifugacion a 3,000 rpm
durante 10 minutos. El plasma se mantuvo congelado a -20° C, hasta el momento
de realizar los analisis para las determinaciones hormonales en el Laboratorio de
Endocrinologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM.
Las concentraciones de eCG se determinaron mediante enzimo inmunoensayo
(ELISA) en placas de micro titulacion, basado en el principio de sandwich (PMSG
ELISA EIA-1298, Paramedical SR, Faiano, Italia; Munro et al., 1997; Shimizu et
al., 2003). El ensayo tuvo una sensibilidad de 3 UL.ml* y un coeficiente de
variacion intraensayo del 7.1% para los valores bajos, 11.6% para los valores

altos y un coeficiente de variacion interensayo del 10%.

La progesterona se midio por radioinmunoanalisis en fase sélida, empleando el kit
Coat-A-Count® Progesterona (Diagnostic Product Corporation, Los Angeles, CA.,
U.S.A) con una sensibilidad del ensayo de 0.1 ng.ml™* y coeficiente de variacién

intra e interensayo del 4 y 7% respectivamente (Pulido et al., 1991).

La androstenediona fue medida de acuerdo a lo descrito por Daels et al. (1998)
mediante radioinmunoensayo en fase sélida empleando para ello el kit Coat-A-
Count® Androstenediona (Diagnostic Product Corporation, Los Angeles, CA.,
U.S.A), con una sensibilidad de 40 pg.ml™* un coeficiente de variacién intraensayo
de 2.2% y un coeficiente de variacion inter ensayo de 1.8%.

Los niveles de estradiol se midieron mediante enzimo inmuno ensayo, usando un

antisuero policlonal (Estradiol, R4972), proveido por la Doctora Coralie Munro



(University of California-Davis, Davis, CA; Munro y Stabenfelt, 1984; Walter et al.,
2002;). Se utilizé la placa polysorb a una temperatura de 30°C. El coeficiente de

variacion intraensayo fue de 5.5 - 9.5%.

Los niveles de testosterona se midieron mediante enzimo inmuno ensayo, usando
un antisuero policlonal (Testosterona, R156/7), proveido por la Doctora C. Munro
(University of California-Davis, Davis, CA; Munro y Stabenfelt, 1984; Walter et al.,
2002). Se utilizé una placa polysorb incubandose durante 18 horas a una

temperatura de 4°C. El coeficiente de variacion intraensayo fue de 1.2 a 3.8.

5.4 Andlisis estadistico

Se utiliz6 un andlisis de varianza para mediciones repetidas, comparando curvas
de andrégenos, estrégenos, progesterona y eCG entre grupos (yeguas
inseminadas con caballo y yeguas inseminadas con burro). Dentro de cada grupo,
se correlacionaron las concentraciones de eCG con las de cada una de las otras

hormonas (andrégenos, estrégenos, progesterona).



6. RESULTADOS

En la figura 5.1 se muestran las concentraciones promedio de eCG entre la
semana 5 y 17 de la gestacién en las yeguas inseminadas con caballo (embridon
equino) y las yeguas inseminadas con burro (embrién mula). Las concentraciones
de la hormona siempre fueron mayores en las yeguas inseminadas con caballo
que en las yeguas inseminadas con burro. Las diferencias entre ambos tipos de
gestacion fueron estadisticamente significativas entre la semana 7 y la semana 13
de la gestacion (p<0.01). Las concentraciones promedio de eCG en las yeguas
con embrién equino alcanzaron un maximo de 392 Ul.ml" en la semana 8 de la
gestacion, mientras que en las yeguas con embrién mula el maximo nivel fue de
tan solo 48 Ulml’, el cual fue alcanzado en la semana 7. En las yeguas
inseminadas con caballo las concentraciones de eCG regresaron a niveles
basales en la semana 17, mientras que en las servidas con burro lo hicieron desde

la semana 12.
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Figura 5.1. Concentraciones promedio de eCG entre la semana 5 y la semana 17 de la
gestacion en yeguas gestantes con embrion equino o con embrion mula. Las barras
representan el error estandar. Los asteriscos indican las semanas en las que las
concentraciones de eCG fueron diferentes entre los dos tipos de gestacion (p<0.01).



En la figura 5.2 se muestran las concentraciones promedio de progesterona entre
la semana 5y 17 de la gestacion en las yeguas inseminadas con caballo (embrién
equino) y las yeguas inseminadas con burro (embrién mula). Las concentraciones
de la hormona siempre fueron mayores en las yeguas inseminadas con caballo
que en las yeguas inseminadas con burro, siendo las diferencias entre los dos
tipos de gestacion estadisticamente significativas (p<0.05) desde la semana 10
hasta la semana 17 de la gestacion. En las yeguas con embrién equino las
concentraciones de progesterona se elevaron entre la semana 5 y la semana 6,
manteniéndose por encima de 12 ng.ml™" a partir de la semana 6 hasta el término
de los muestreos en la semana 17. En las yeguas con embribn mula las
concentraciones de progesterona también se elevaron entre la semana 5 y la
semana 6, a partir de ese momento se redujeron en forma gradual pero constante,
llegando a menos de 10 ng.ml" en la semana 8 y a menos de 5 ng.ml" en la
semana 13. Al momento del ultimo muestreo (semana 17), las concentraciones de

progesterona eran de tan solo 3.6 ng.ml™.
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Figura 5.2. Concentraciones promedio de progesterona entre la semana 5 y la semana 17 de
la gestacion en yeguas gestantes con embrion equino o con embrion mula. Las barras
representan el error estandar. Los asteriscos indican las semanas en las que las
concentraciones de progesterona fueron diferentes entre los dos tipos de gestacion
(p<0.05).



En la figura 5.3 se muestran las concentraciones promedio de androstenediona
entre la semana 5 y 15 de la gestacidén en las yeguas inseminadas con caballo
(embrién equino) y las yeguas inseminadas con burro (embrion mula). No se
determinaron las concentraciones en las semanas 16 y 17. Las concentraciones
de la hormona siempre fueron mayores en las yeguas servidas con caballo que en
las yeguas inseminadas con burro. Las concentraciones promedio de
androstenediona durante todo el periodo de muestreo fueron mayores (p<0.05) en
yeguas con embrién equino (365 * 32 pg.ml”') que en las yeguas con embrién
mula (35 + 32 pg.ml'). La amplia variabilidad entre individuos no permiti6
identificar diferencias en semanas especificas. El patrdn temporal de las
concentraciones promedio de androstenediona fue méas variable que el de otras
hormonas, ya que en ambos tipos de gestacion se registraron varias elevaciones y
disminuciones a lo largo del estudio.

600 -
—a— embrién mula
<~ 500 —o— embrion equino
€
()
£ 400 |
©
5
5 300 -
o}
g
= 200 -
o
2
< 100 4
0
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Semanas de Gestacion

Figura 5.3. Concentraciones promedio de androstenediona entre la semana 5 y la semana 15
de la gestacion en yeguas gestantes con embrion equino o con embridon mula. Las barras
representan el error estandar. Las concentraciones promedio de androstenediona durante
todo el periodo de muestreo son mayores en yeguas con embridon equino que en las yeguas
con embridon mula (P<0.05). Las diferencias en semanas especificas no son significativas
(P>0.05)



En la figura 5.4 se muestran las concentraciones promedio de testosterona entre
la semana 5y 17 de la gestacion en las yeguas inseminadas con caballo (embrién
equino) y las yeguas inseminadas con burro (embrién mula). Las concentraciones
promedio de testosterona siempre fueron mayores en las yeguas con embrién
equino que en las yeguas con embridon mula, siendo las diferencias entre ambos
tipos de gestacion significativas en las semanas 7, 9 y 10 (P<0.05). En el caso de
las yeguas inseminadas con caballo las concentraciones promedio de testosterona
se elevaron en forma sostenida entre la semana 5 y en la semana 9, para
posteriormente reducirse ligeramente y terminar con una elevacién. En el caso de
las yeguas inseminadas con burro las concentraciones se elevaron en forma
constante desde la semana 5 hasta la semana 16, disminuyendo ligeramente en la
semana 17.
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Figura 5.4. Concentraciones promedio de testosterona entre la semana 5 y la semana 17 de
la gestacion en yeguas gestantes con embrion equino o con embrion mula. Las barras
representan el error estandar. Los asteriscos indican las semanas en las que las
concentraciones de testosterona fueron diferentes entre los dos tipos de gestacion (p<0.05).



En la figura 5.5 se muestran las concentraciones promedio de estradiol entre la
semana 5 y 17 de la gestacién en las yeguas inseminadas con caballo (embridn
equino) y las yeguas inseminadas con burro (embrién mula). Las concentraciones
promedio de estradiol se mantuvieron bajas en ambos tipos de gestacion hasta la
semana 12 de la gestacién. A partir de la semana 13 comenzaron a elevarse,
siendo dicha elevaciéon mucho mas marcada en las yeguas con embridén equino,
por lo que las concentraciones en este tipo de gestacion fueron significativamente
mas elevadas que en las yeguas con embrién mula en las semanas 16 y 17 de la

gestacion (P<0.05).
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Figura 5.5. Concentraciones promedio de estradiol entre la semana 5 y la semana 17 de la
gestacion en yeguas gestantes con embrion equino o con embrion mula. Las barras
representan el error estandar. Los asteriscos indican las semanas en las que las
concentraciones de estradiol fueron diferentes entre los dos tipos de gestacion (p<0.05).

En la figura 5.6 se muestra el efecto de la concentracién de eCG en la secrecién
de progesterona durante la gestacion de yeguas gestantes con embrion equino
grafica A y con embrion mula grafica B. En cada una de las figuras se muestran
las concentraciones promedio reales de progesterona, las concentraciones de
progesterona predichas de acuerdo a un modelo de regresion que considera los



efectos lineales y cuadraticos de la semana de gestacion y los efectos lineales y
cuadraticos de las concentraciones de eCG (en cada figura se presenta la
ecuacion). También se muestran las concentraciones que se obtendrian si de la

ecuacion se eliminan los efectos lineales y cuadraticos de la eCG.

Como se puede observar en el panel izquierdo de la figura 5.6, en el caso de las
gestaciones con embrién equino la curva obtenida con la ecuacion completa se
ajusta mucho mejor a los promedios reales que la obtenida cuando se eliminan los
efectos lineales y cuadraticos de le eCG, lo que indica que la eCG tienen grandes
efectos en las concentraciones de progesterona presentes durante la gestacion de
yeguas inseminadas con caballo. En cambio, en el caso de las gestaciones con
embrion mula el ajuste de la curva predicha a la real mejora en forma muy ligera
con la ecuacién completa y solamente durante las semanas 6 a 9 de la gestacion,
lo que indica que la secrecién de progesterona en este tipo de gestacion es en
buena medida independiente de las pequefias cantidades de eCG presentes
durante la gestacion mular, excepto durante el breve periodo de secrecién de eCG

en las gestaciones de yeguas inseminadas con burro.
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Figura 5.6 Efecto de las concentraciones de eCG en la secrecion de progesterona en
yeguas gestantes con embrion equino grafica A o con embrion mula grafica B. En cada caso
se muestran las medias minimo cuadraticas reales de las concentraciones de progesterona,
las concentraciones de progesterona (P4) predichas mediante una ecuacion de regresion
lineal que considera los efectos lineales y cuadraticos de la semana de gestacion (sem y
sem2 respectivamente) y los efectos lineales y cuadraticos de las concentraciones de eCG
(eCG y eCG2 respectivamente).



En la figura 5.7 se muestra el efecto de la concentracién de eCG en la secrecién
de androstenediona durante la gestacion de yeguas gestantes con embridén equino
grafica A o con embrion mula grafica B. En cada grafica se muestran las
concentraciones promedio reales de androstenediona, las concentraciones de
androstenediona predichas de acuerdo a un modelo de regresién que considera
los efectos lineales y cuadraticos de la semana de gestacion y los efectos lineales
y cuadraticos de las concentraciones de eCG (en cada figura se presenta la
ecuacion). También se muestran las concentraciones que se obtendrian al
eliminar de la ecuacion los efectos lineales y cuadraticos de la eCG.

Como se puede observar en el panel izquierdo de la figura 5.7, en las gestaciones
con embridn equino, la curva obtenida con la ecuaciéon completa se ajusta mucho
mejor a los promedios reales de androstenediona que la obtenida cuando se
eliminan los efectos lineales y cuadraticos de la eCG, sugiriendo que la eCG tiene
grandes efectos sobre las concentraciones de androstenediona presentes durante
la gestacion de yeguas inseminadas con caballo. En cambio, en las gestaciones
con embrién mula el ajuste entre la curva predicha y la real mejora con la ecuacion
completa solamente en las semanas 6, 7 y 10, lo que indica que la secrecién de
androstenediona solamente es estimulada por la eCG durante el breve periodo en
qgue esta hormona se eleva en gestaciones mulares.
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Figura 5.7 Efecto de las concentraciones de eCG en la secrecion de androstenediona en
yeguas gestantes con embrion equino grafica A o con embrién mula grafica B. En cada caso
se muestran las medias minimo cuadraticas reales de las concentraciones de
androstenediona, las concentraciones de androstenediona (P4) predichas mediante una
ecuacion de regresion lineal que considera los efectos lineales y cuadraticos de la semana
de gestacion (sem y sem2 respectivamente) y los efectos lineales y cuadraticos de las
concentraciones de eCG (eCG y eCG2 respectivamente).




En la figura 5.8 se muestra el efecto de la concentracién de eCG en la secrecién
de testosterona durante la gestacién de yeguas gestantes con embrién equino
grafica A o con embrion mula grafica B. En cada grafica se muestran las
concentraciones promedio reales de testosterona, las concentraciones de
testosterona predichas de acuerdo a un modelo de regresion que considera los
efectos lineales y cuadraticos de la semana de gestacion y los efectos lineales y
cuadraticos de las concentraciones de eCG (en cada figura se presenta la
ecuacion). También se muestran las concentraciones que se obtendrian si de la
ecuacion se eliminan los efectos lineales y cuadraticos de la eCG.

Como se puede observar en el panel izquierdo de la figura 5.8, en las gestaciones
con embrién equino, durante las semanas 6 a 10, pero no posteriormente, la curva
obtenida con la ecuacién completa se ajusta mejor a los promedios reales de
testosterona que la obtenida cuando se eliminan los efectos lineales y cuadréaticos
de la eCG, sugiriendo que la eCG solo tiene efectos en las concentraciones de
testosterona durante el periodo de maxima secrecién de eCG. En cambio, en las
gestaciones con embridon mula el ajuste entre la curva predicha y la real es similar
cuando se incluyen o excluyen los efectos lineales y cuadraticos de la eCG, lo que
sugiere que las bajas concentraciones de eCG en las gestaciones mulares son
insuficientes para afectar la produccién de testosterona.
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Figura 5.8 Efecto de las concentraciones de eCG en la secrecion de testosterona en yeguas
gestantes con embrion equino grafica A o con embrion mula grafica B. En cada caso se
muestran las medias minimo cuadraticas reales de las concentraciones de testosterona, las
concentraciones de testosterona (P4) predichas mediante una ecuacion de regresion lineal
que considera los efectos lineales y cuadraticos de la semana de gestacion (sem y sem2
respectivamente) y los efectos lineales y cuadraticos de las concentraciones de eCG (eCG y
eCG2 respectivamente).




En la figura 5.9 se muestra el efecto de la concentracién de eCG en la secrecién
de estradiol durante la gestacion de yeguas gestantes con embrién equino grafica
A o con embrién mula grafica B. En cada grafica se muestran las concentraciones
promedio reales de estradiol, las concentraciones de estradiol predichas de
acuerdo a un modelo de regresidn que considera los efectos lineales y cuadraticos
de la semana de gestacidbn y los efectos lineales y cuadraticos de las
concentraciones de eCG (en cada figura se presenta la ecuacion). También se
muestran las concentraciones de estradiol que se obtendrian si de la ecuacién se
eliminan los efectos lineales y cuadréticos de la eCG.

Como se puede observar en las dos figuras, en ambos tipos de gestacién los
valores predichos se ajustan adecuadamente a los reales sin necesidad de incluir
los efectos de las concentraciones de eCG, y el incluir dichos efectos no mejora el
ajuste entre valores reales y valores predichos.
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Figura 5.9 Efecto de las concentraciones de eCG sobre la secrecion de estradiol en yeguas
gestantes con embrion equino grafica A o con embrion mula grafica B. En cada caso se
muestran las medias minimo cuadraticas reales de las concentraciones de estradiol, las
concentraciones de estradiol (P4) predichas mediante una ecuacion de regresion lineal que
considera los efectos lineales y cuadraticos de la semana de gestacion (sem y sem2
respectivamente) y los efectos lineales y cuadraticos de las concentraciones de eCG (eCG y
eCG2 respectivamente).



7. DISCUSION

Los resultados del presente trabajo (figura 5.1) confirman los informes previos que
sefialan que en las yeguas gestantes con embridbn mula las concentraciones de
eCG son mucho menores que las encontradas en yeguas gestantes con embridn
equino (Boeta y Zarco, 2005). También se confirma que la pequefia elevacion en
las concentraciones de eCG en las yeguas inseminadas con burro es de
naturaleza muy transitoria, regresando a niveles basales alrededor del dia 70 de la
gestacion (Boeta y Zarco, 2005), lo que se debe al rechazo prematuro de las
copas endometriales en las yeguas prefiadas con embrién mula (Allen, 1982, Allen
y Stewart, 1993; Allen et al., 1993b). Por otra parte, al analizar las
concentraciones de progesterona (figura 5.2) se confirmaron los resultados de
Boeta y Zarco (2005), quienes demostraron que las concentraciones de dicha
hormona en las yeguas inseminadas con burro inician un descenso gradual pero
continuo a partir de la semana 6 de la gestacién, mientras que en las yeguas
inseminadas con caballo las concentraciones de progesterona se mantienen
estables hasta la semana 17, como resultado, las concentraciones de
progesterona de las yeguas inseminadas con burro son significativamente
menores que las de las yeguas inseminadas con caballo a partir del tercer mes de
la gestacion, lo que al parecer se debe a la falta de apoyo gonadotrépico (eCG) en
las yeguas gestantes con embrién mula (Boeta y Zarco, 2005).

Diversos trabajos han demostrado que existe una fuerte correlacion entre
las concentraciones de eCG y las de progesterona entre el dia 28 y el dia 44 de la
gestacion, por lo que las concentraciones de progesterona se elevan subitamente
a partir del dia 35, cuando comienza a producirse eCG (Squires et al., 1974b; Nett
y Pickett, 1979; Daels et al., 1991, 1998). Sin embargo, en el presente trabajo se
realiz6 por primera vez un intento de determinar cuantitativamente la importancia
de la estimulacion ejercida por la eCG en la produccién lutea de progesterona
durante un periodo mas prolongado de la gestacién equina. Para ello se realizaron
andlisis de regresion para determinar los efectos lineales y cuadraticos de la



semana de gestacion y las concentraciones de eCG en las concentraciones de
progesterona en cada tipo de gestacién (embrién equino o embrién mula). Una vez
calculada la ecuacién de regresion, se eliminaron de la misma los efectos lineales
y cuadraticos de la eCG y se evalué el grado en el que dicha inhibicién provocé un
desajuste entre las concentraciones predichas de progesterona y la
concentraciones promedio reales (observadas) en cada semana de gestacion.
Como puede observarse en la figura 5.6, el efecto de la eCG es de gran
importancia en las yeguas inseminadas con equino, ya que la curva de valores
predicho se apega mucho mejor a la de valores reales cuando en el modelo se
incluyen los efectos de la eCG. Este concepto es apoyado ademas por el hecho
de que la diferencia de ajuste entre ambas curvas es mas marcada entre la
semana 7 y la semana 12 de gestacién, que corresponde precisamente al periodo
de mayor produccion de eCG (Figura 5.1). En este sentido, se ha demostrado que
el cuerpo luteo es capaz de responder a la eCG desde el inicio de la secrecién de
eCG (Saint-Dizier et al., 2003), pero que esta hormona continla siendo capaz de
estimular in vitro la produccién de progesterona en cortes de cuerpos lateos
primarios y secundarios del dia 100 de la gestacién (Squires et al., 1979). También
se ha demostrado que la eCG estimula la produccién de progesterona en células
de la granulosa en forma proporcional a la dosis de eCG aplicada (Knobil y Neil,
1998). Por otra parte, en la figura 5.6 también se observa que el efecto de la eCG
es mucho menos marcado en las yeguas servidas con burro, en las que a partir de
la semana 10 de la gestacion las concentraciones reales son predichas con gran
precision tanto con la ecuacién completa como al suprimir los efectos de la eCG.
Sin embargo, aun en este tipo de gestacion la produccion de eCG tiene efectos en
la produccién de progesterona, ya que durante las semanas 6, 7 y 8 la inclusién de
los efectos de la eCG si mejora el ajuste de la curva predicha a la curva real,
correspondiendo este periodo precisamente al unico momento en el que existe
una ligera elevacién de las concentraciones de eCG en las yeguas inseminadas
con burro (figura 5.1). Esto sugiere que en este periodo temprano de la gestacion
las células luteas son muy sensibles a la eCG, por lo que son capaces de



responder a concentraciones pequenas de la hormona. Inclusive es posible sugerir
qgue en la semana 6 el cuerpo luteo puede ser tan sensible a la eCG que responde
en forma maxima a concentraciones de eCG menores a los 30 U.l.ml", ya que
entre la semana 5 y 6, al comenzarse a producir eCG, la elevaciéon en las
concentraciones de progesterona fue similar en las yeguas inseminadas con
caballo y en las inseminadas con burro (figura 5.2), a pesar de que en éstas
ultimas la elevacion en las concentraciones de eCG fue mucho menor a la
registrada en las yeguas inseminadas con caballo (figura 5.1). En este sentido,
Bergfelt et al. (1989) demostraron que las concentraciones de progesterona
aumentan significativamente durante los primeros dos dias de secrecion de eCG,
cuando las concentraciones de esta ultima hormona aun no se han elevado hasta
concentraciones muy elevadas.

El efecto estimulatorio de la eCG en la produccion de progesterona lutea se
debe a que la secuencia de aminodcidos de la eCG es idéntica a la LH equina
(Smith et al., 1993; Bousfield et al., 1996), lo que permite que ambas hormonas se
unan al receptor de LH en los tejidos equinos, por lo que inclusive se le ha
denominado receptor de LH/CG (Stewart y Allen, 1979, 1981; Guillou vy
Combarnous, 1983). En estudios hechos con eCG se ha observado que la afinidad
de esta hormona por el receptor de LH/CG es diez veces menor que la afinidad de
LH por el mismo receptor (Licht et al., 1979; Stewart y Allen, 1979, 1981; Guillou y
Combarnous, 1983; Saint-Dizier et al., 2003).

A pesar de esta baja afinidad por el receptor, la eCG es capaz de estimular
la funcion lutea debido a que circula en concentraciones mucho mas elevadas que
las de la LH. Por ejemplo, Martinuk et al. (1990b) reportaron concentraciones
séricas de eGC de 1-5 pug.ml”" en el dia 39 de la gestacién, mientras que los
niveles de LH asociados a la oleada preovulatoria en el equino son de alrededor
de 5 -130 ng.ml™ (Ginther, 1979), lo que muestra la enorme diferencia entre las
concentraciones de eCG y las de LH. Asi, los altos niveles de eCG en la yegua
son suficientes para inducir la ovulacién/luteinizacion en la yegua a pesar de tener

menor afinidad por su receptor que la LH equina (Stewart y Allen, 1981).



Las altas concentraciones de eCG se deben en parte a una mayor cantidad
de células secretoras de eCG en la copas endometriales que de células secretoras
de LH en la hipdfisis y en parte a la mayor vida media de la eCG en la circulacion,
la que a su vez se debe al alto contenido de acido sidlico en los oligosacaridos de
la eCG (Legardinier et al., 2005a). En este aspecto debe recordarse que la eCG
es la mas glicosilada de las glicoproteinas pituitarias y placentarias de los
mamiferos (Couture et al., 1993), con aproximadamente el 45% de su masa
atribuible a sus carbohidratos (Papkoff, 1978, Papkoff et al., 1978; Damm et al.,
1990; Legardinier et al., 2005a).

El mecanismo a través del cual la eCG (o la LH) estimula la sintesis de
progesterona es a través de estimular el transporte de colesterol al interior de la
membrana mitocondrial interna (Devoto et al.,, 2002), donde el complejo
enzimatico colesterol P450scc segmenta la cadena lateral del colesterol para
formar pregnenolona (Watson et al., 2000). Este transporte es regulado por la
proteina StAR (Christenson y Strauss, 2001; Christenson y Devoto, 2003). Se ha
demostrado que la proteina StAR se encuentra a niveles muy bajos tanto en las
células de la granulosa como en células de la teca antes de que ocurra la oleada
de LH (Chaffin et al., 2000; Kiriadou et al., 1996; Pescador et al., 1996). Se cree
que la expresién del mMRNA para la sintesis de StAR también es estimulada por la
secreciéon de eCG (Watson et al., 2000).

Una vez que se activa la produccién de pregnenolona, las células luteas
pueden proceder a transformarla en progesterona mediante la accién de la enzima
3 B hidroxiesteroide deshidrogenasa, la cual normalmente estd activa y no
necesita ser estimulada (Albrecht y Daels, 1997).

En las células ovaricas la progesterona constituye el producto terminal de la
esteroidogénesis cuando no existe actividad de la enzima 17 a hidroxilasa. Sin
embargo, si esta Ultima enzima esta activa parte de la progesterona puede ser
transformada a androstenediona, la que posteriormente puede continuar siendo
matabolizada para formar testosterona, estrona y estradiol. La cantidad que se
produzca de cada una de estas hormonas dependera de la actividad relativa de



cada una de las otras enzimas involucradas en sus respectivas rutas biosintéticas
(Albrecht y Daels, 1997). Asi, al menos en teoria, la estimulacion de la
esteroidogénesis lutea por la eCG podria resultar en incrementos en las
concentraciones de androstenediona, testosterona y/o estradiol. Los resultados del
presente trabajos sugieren que esto si ocurre, ya que las yeguas gestantes con
embriéon equino, que producen cantidades mayores de eCG, tuvieron también
concentraciones mayores de androstenediona y testosterona (figuras 5.3 y 5.4),
aunque no de estradiol (figura 5.5). A continuacion se analizan los hallazgos
relativos a cada una de las hormonas.

En el caso de la androstenediona, las concentraciones promedio durante
todo el periodo de muestreo fueron significativamente mayores (p<0.05) en yeguas
con embrién equino (365 + 32 pg.ml™') que en las yeguas con embrién mula (35 *
32 pg.ml™); Figura 5.3). Ademas, en la figura 5.7 se muestra que en el caso de las
gestaciones con embrién equino la curva de valores predichos de androstenediona
se ajustaron mucho mejor a la de concentraciones promedio reales cuando la
ecuacion incluyé los efectos de la eCG, lo que demuestra que una parte
importante de la androstenediona presente en la circulacibn se debe a la
estimulacién con eCG. Asimismo, en el caso de la gestacion con embrién mula los
efectos de la eCG permitieron un mejor ajuste de la curva durante las semanas 6 y
7, que corresponden precisamente al periodo de elevacién de los niveles de eCG
en este tipo de gestacion.

Trabajos previos habian demostrado in vivo un incremento en las
concentraciones de androstenediona en forma coincidente con el inicio de la
secrecion de eCG. Asi, Daels et al. (1998) encontraron un marcado incremento en
la secrecién de androstenediona entre el dia 35 y el dia 45 de la gestacién, pues
antes del dia 35 los niveles de androstenediona fueron basales, incrementandose
a partir del dia 35 hasta llegar a 600 pg.ml” en el dia 45, resultados muy similares
a los encontrados durante el mismo periodo en el presente trabajo (figura 5.3). Sin
embargo, en el estudio de Daels et al. (1988) no se continué estudiando la relaciéon
entre androstenediona y eCG en etapas mas avanzadas de la gestacion.



Daels et al. (1998) demostraron que el incremento en la produccion de
androstenediona que ocurre entre el dia 35 y el dia 45 en las yeguas gestantes no
se produce si dichas yeguas carecen de cuerpo luteo (gestacibn mantenida con
altrenogest). También demostraron que es posible estimular la secrecion de
androstenediona en yeguas gestantes mediante la administracién exdgena de
eCG, pero solo si dichas yeguas tienen un cuerpo luteo. Por lo tanto, la aparente
estimulacion de la secrecién de androstenediona por la eCG encontrada en el
presente trabajo debié haber ocurrido a nivel del cuerpo lateo, lo que es
consistente con estudios in vitro en los que se ha demostrado un aumento en la
expresion lutea de la enzima P450 17a-hidroxilasa/17-20 liasa después del inicio
de la secrecién de eCG (Albrecht et al., 1996, 1997c; Albrecht y Daels, 1997;
Albrecht et al., 1997b; Rodger et al., 1998).

En el caso de la testosterona, en el presente trabajo se encontré que las
concentraciones fueron mayores en yeguas inseminadas con caballo que en
yeguas inseminadas con burro (figura 5.4) precisamente durante el periodo
(semanas 6 a 12) en que existen grandes diferencias en las concentraciones de
eCG encontradas en ambos tipos de gestacion (figura 5.1). Ademas, en el caso de
las gestaciones con embrién equino la curva de concentraciones predichas de
testosterona durante ese mismo periodo se ajustd mejor a la de concentraciones
reales cuando se incluyeron los efectos de la eCG, indicando que la eCG
contribuyd a estimular la secrecién de testosterona (figura 5.8). En el caso de las
gestaciones con embrion mula también se observé una diferencia en la curva
predicha cuando se consideran los efectos de la eCG comparando con la curva
predicha sin considerar esos efectos. Sin embargo, en este caso los efectos de la
eCG solamente se observan en las semanas 6 a 8 (figura 5.8), que corresponden
con el breve periodo de elevacion de las concentraciones de eCG en este tipo de
gestacion (figura 5.1).

La produccién de testosterona es resultado de la accion ejercida por la
enzima 17@ hidroxiesteroide deshidrogenasa (17 HSD) sobre la molécula de
androstenediona, transformandola en testosterona (Belin et al., 2000). En la yegua



no gestante la produccion de andrégenos ocurre mayoritariamente en las células
de la teca bajo el estimulo de LH (Sirois et al., 1991; Belin et al., 2000; Donadeu y
Ginther, 2002). Sin embargo, en la yegua gestante la mayor parte de la
testosterona es producida por el cuerpo luteo (Daels et al., 1996). En un estudio
previo, Daels et al. (1996) demostraron que las concentraciones de testosterona
se elevan a partir del momento en que la yegua comienza a secretar eCG si la
yegua tiene cuerpo luteo, pero no en yeguas gestantes que carecen de cuerpo
lteo. En el presente trabajo se encontraron concentraciones de testosterona
mucho mas bajas que las de androstenediona, lo que sugiere que solamente una
pequena proporcion de la androstenediona producida continia por la via
metabdlica de la 17p HSD, indicando que existe poca actividad de esta enzima.
Esto podria indicar que la eCG no estimula la actividad de la 178 HSD, y que su
efecto en la testosterona es indirecto, ya que al estimular la produccion de
androstenediona permite que exista mayor cantidad de sustrato disponible para
ser transformado por la 178 HSD.

Daels et al. (1996) propusieron que el incremento en las concentraciones
de testosterona que se produce en yeguas gestantes a partir del dia 35 es
dependiente de la eCG, mientras que un segundo incremento que ocurre después
del dia 50 es de origen fetoplacentario y por lo tanto independiente de la eCG.
Dicha propuesta es consistente con los hallazgos del presente trabajo, ya que en
las yeguas gestantes con embrién mula se produce un notorio incremento en las
concentraciones de testosterona a partir de la semana 12 y en las yeguas
gestantes con embrién equino a partir de la semana 14, siendo que en ambos

casos ya no existen concentraciones circulantes de eCG.

Finalmente, en el presente trabajo no existe ninguna evidencia de un efecto
estimulatorio de la eCG en la produccién de estradiol en la yegua gestante, ya que
no se observé ningun incremento en las concentraciones de estradiol asociado al
gran incremento de eCG que se produce entre las semanas 5 y 8 de la gestacion
(figura 5.5). Ademas, durante las primeras 14 semanas de la gestacion no existié



ninguna diferencia en las concentraciones de estradiol entre yeguas con embrién
equino y yeguas con embridbn mula a pesar de las grandes diferencias en las
concentraciones de eCG de ambos tipos de yegua. Adicionalmente, las curvas de
prediccion de concentraciones de estradiol son muy similares si se incluyen o
excluyen los efectos de la eCG (figura 5.9). Debe senalarse que en el presente
trabajo se encontr6 un fuerte incremento en las concentraciones de estradiol a
partir de la semana 15 de gestacion, pero es evidente que dicho incremento no
tiene relaciéon alguna con la secrecibn de eCG (que ya no existe para ese
momento), y posiblemente sea de origen feto-placentario.

Es importante destacar que Daels et al. (1998) encontraron que tanto la
administracion exégena de eCG como la produccion endégena de la hormona
resultan en un incremento en la secrecién de estrégenos totales en la yegua
gestante. También se ha sefalado que el aumento en la secrecién de estrdgenos
en respuesta a la eCG no parece estar mediado por una estimulacién de la
actividad de la enzima aromatasa, sino por el aumento en la cantidad de
andrégenos disponibles como sustrato para esta enzima (Albrecht et al., 1997b;
Daels et al., 1998). Esto podria explicar la aparente diferencia entre los resultados
del presente trabajo y los de Daels et al. (1998) ya que ellos midieron estrégenos
totales, que incluyen la estrona producida a partir de la aromatizaciéon de la gran
cantidad de androstenediona presente en la yegua gestante ademas del estradiol
producido a partir de la aromatizacion de las mucho menores concentraciones de
testosterona. En cambio, en el presente trabajo se utilizé un ensayo especifico
para estradiol, que no detecta los cambios en las concentraciones de estrona, por
lo que no se pudo observar lo sugerido por Terqui y Palmer (1979) quienes en
base a lo encontrado en su trabajo, propusieron que el incremento en la secrecién
de estrégenos entre el dia 30 y 40 era el resultado de la estimulacién folicular por
parte de la eCG, ademas Daels et al. (1991) encontraron picos de secrecion de

estrona, que siguen un patrén similar a la de secrecién de eCG.



En la produccién de estradiol en la yegua no gestante estan involucradas
tanto las células de la teca como las células de la granulosa del foliculo (Gore-
Langton y Armstrong, 1994; Bergfelt et al., 2001). Sirois et al. (1991) mostraron
resultados que sugieren una interaccion celular en la cual las células de la
granulosa sintetizan progesterona, una vez sintetizada esta pasa a las células de
la teca y sufre cambios para ser convertida en andrdégenos, que posteriormente
pasan a las células de la granulosa, donde finalmente son aromatizados por la
enzima aromatasa presente en estas células y son convertidos en estradiol
(Schams y Berisha, 2002). En el caso de la gestacion los estrodgenos inicialmente
parecen ser producidos en el cuerpo luteo a partir de la aromatizacion de
androgenos (Albrecht et al., 1997b; Daels et al., 1998) aunque de manera
interesante la enzima P450 aromatasa que convierte los andrdégenos a
estrogenos, sufre un descenso a partir del inicio de la secrecién de eCG (Albrecht
et al., 1995), lo que sugiere que en la sintesis de estrégenos durante la gestacion
temprana un paso limitante es la disponibilidad de andrégenos y no la actividad de
la aromatasa.

Después del dia 90 conforme la gestacion progresa en la especie equina,
las génadas fetales empiezan a crecer y aumentan la secrecion de sulfato de
Dehidroepiandrosterona en la circulacién fetal, y esta pasa a la placenta donde
sufre aromatizaciéon (Ainworth y Ryan, 1966; Raeside y Liptrap, 1975; Pashen y
Allen, 1979; Raeside et al.,, 1979) lo que se refleja en un aumento en las
cantidades de estradiol, por lo que estas cantidades de estradiol encontradas
después del dia 90 en el presente trabajo probablemente son de origen fetal y no

ovarico.



8. CONCLUSIONES

Los resultados del presente trabajo apoyan la hipétesis de que la eCG estimula la
produccién de progesterona, androstenediona y testosterona, por lo que las
concentraciones de estas hormonas durante los primeros meses de la gestacion
son mayores en yeguas gestantes con caballo que en yeguas gestantes con burro.
No se encontraron efectos de la eCG en la secrecién de estradiol, pero no se
puede descartar que la eCG sea capaz de estimular la sintesis de estrona u otros

estrogenos.
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