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RESUMEN

Efecto del cloprostenol sobre la funcion lutea y viabilidad fetal en
yeguas gestantes con feto mulay feto caballo en etapas tempranas de
la gestacién Flores G, Zarco L, Gutierrez CG, Vera HR

El objetivo del presente trabajo fue evaluar los efectos de la administracion de
PGF2a sintética durante el segundo mes de la gestacién sobre la funcién
lutea y viabilidad fetal en yeguas gestantes con feto mula y yeguas gestantes
con feto equino, relacionando dichos efectos con las concentraciones de eCG
y progesterona presentes al momento de administrar la PGF2a. Se utilizaron
21 yeguas gestantes, 9 con embrion equino y 12 con embrion mula. Al llegar
al dia 65 en promedio de la gestacion se le administré6 0.25 mg de PGF2a
sintética (Cloprostenol) por via IM al Grupo Equino-PGF2a, (n=4) y al Grupo
Burro-PGF2a (n=6). Los tratamientos se repitieron a las 48 h, y a partir de
este momento se repitid6 la dosis cada 24 h hasta que se registrara la
expulsion del producto. Los otros animales de los grupos testigo (Equino-SSF
y Burro-SSF) recibieron 1 ml de solucién salina fisiologica, repitiendose la
dosis a las 48 h de la primera aplicacion y a partir de este momento se repitié
la dosis cada 24 h durante tres dias. Se obtuvieron muestras de sangre de
todas las yeguas para determinar las concentraciones de progesterona y
eCG conforme la aplicacion de los tratamientos. Se realizaron seguimientos
ultrasonograficos para determinar la viabilidad fetal (latido cardiaco y/o
movimiento fetal) hasta el momento de la expulsion. Las concentraciones
promedio de eCG y Progesterona siempre fueron menores (p<0.05) en las
yeguas del grupo Burro-PGF2a que en las del grupo Equino-PGF2a. Las
yeguas del grupo Burro-PGF2a no presentaron niveles significativamente
menores a 1ng/ml, muerte fetal y aborto del producto mas tempranamente
que las yeguas del grupo Equino-PGF2a, aunque siempre siguieron un
comportamiento de llegar a ser estadisticamente diferentes puesto que los
valores siempre fueron mayores en este ultimo grupo.

Se concluye que las reducidas concentraciones de eCG presentes en las
yeguas gestantes con feto mula resultan en una mayor susceptibilidad de los
cuerpos luteos de la gestacion al efecto luteolitico de la PGF2a, por lo que
una sola inyeccion provoca el cese casi total de la funcion litea, mientras que
en las yeguas gestantes con feto equino se requieren la administracion
repetida de la hormona antes de que los cuerpos lateos dejen de producir
cantidades significativas de progesterona. Como resultado de lo anterior, la
muerte fetal y la expulsion del producto tienden a ocurrir antes en las yeguas
gestantes con feto mula.

Palabras clave:Cloprostenol, PGF2a, eCG, progesterona, equino, mula, feto.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effects of the aplication of
synthetic PGF2a during the second month of pregnancy over the luteal
function and fetal viability en mares pregnant with mule fetos and mares
pregnant with equine fetos, relating these effects with the concentrations of
eCG and Progesterone present in the moment of the aplication of the PGF2a.
A total of 21 pregnant mares were used in this experiment, 9 mares pregnant
with equine embryos and 12 mares pregnant with mule embryos. In average,
at day 65 of gestation, 0.25mg of synthetic PGF2a (Cloprostenol) were
applicated IM to the group Equine-PGF2a (n=4) and to the group Donkey-
PGF2a (n=6). The treatments were repeated at the 48 h, and since this
moment the dose were repeated every 24 h until the abortion of the product.
The other animalsof the groups that served as control (Equine-SSF and
Donkey-SSF) received 1ml of physiologic saline solution, repeating the dose
at the 48 h of the first application and since this moment the dose was
repeated every 24 h for three days. Blood simples were collected from all the
mares to determine Progesterona and eCG concentrations before each
applications of the treatments. Ultrasonographic evaluations were performed
to determine the fetal viability (Herat beat and/or fetal movement) until the
moment of the abortion. The average eCG and Progesterone concentrations
were always lower (p<0.005) in the mares of the group Donkey-PGF2a
compared to the mares of the group Equine-PGF2a. The mares of the group
Donkey-PGF2a did not had levels significantly lower to 1ng/ml, fetal death
and abortion earlier than the mares of the group Equine-PGF2a, even that
always followed a tendency to become statiscally different due to the values
were always bigger in the group Equine-PGF2a.

It is concluded that the reduced concentrations of eCG present in the mares
pregnant with mule fetuses cause corpus luteums more susceptibles to
luteolysis by the effect of the PGF2a, indicating that one inyection cause the
cessation almost complete of the luteal function, while the mares pregnant
with equine fetuses require the continuous administration in several times of
the hormone to produce the cessation of the corpus luteum to produce
significative quantities of progesterone

As a result of this, the fetal death and the abortion have the tendency to occur
before in the mares pregnant with mule fetuses.

Key Words: Cloprostenol, PGF2a, eCG, progesterone, equine, mule, fetus.
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1. INTRODUCCION

A partir del dia 35 de la gestacidon en la yegua, las células especializadas
gue rodean una parte del corion llamada cinturén corionico, invaden al
endometrio materno, fagocitan células endometriales, y crean estructuras
nuevas llamadas copas endometriales, en las que se producen cantidades
considerables de una hormona glicoprotéica denominada gonadotropina
coriénica equina (eCG) (Allen 1982). La eCG tiene acciones similares a las
de la hormona luteinizante (LH), incluyendo la capacidad de provocar la
ovulacion de foliculos preovulatorios y la de estimular la esteroidogénesis en
el cuerpo luteo. Por ésta razén, a partir del dia 35 de la gestacion puede
ocurrir la ovulacion de foliculos que se desarrollan periédicamente por efecto
de la hormona foliculo estimulante (FSH), y que antes del dia 35 no llegaban
a ovular debido a los bajos niveles de LH presentes durante la gestacion
(Allen, 1993). Cada vez que ovula un foliculo durante la gestacion se forma
una estructura denominada cuerpo lateo accesorio, el cual se une al cuerpo
lteo original de la gestacion, colaborando con él en la produccién de

progesterona para mantener la gestacion.

La formacion de los cuerpos IUteos accesorios es un proceso gradual que
es soportado por la secrecion continua de eCG (Allen, 1982) entre el segundo
y el quinto mes de la gestacion equina. Ademas de su papel en la formacion
de cuerpos lateos accesorios, la eCG estimula tanto al cuerpo lateo primario
como a los secundarios para que mantengan la secrecion de progesterona
hasta el dia 150 a 180 de gestacion, cuando todos ellos sufren regresion
debido a un rechazo inmunolégico de las copas endometriales por parte de la
madre, lo que resulta en el cese de la produccion de eCG (Squires et al.,
1974).

En las gestaciones hibridas, resultado de la cruza de una yegua con un
burro (embridon mula), las copas endometriales presentan un desarrollo menor
y una produccién mas reducida de eCG, ademas de ser destruidas en forma
mas temprana (Allen, 1993), por lo que las concentraciones de eCG en la

circulacion materna se elevan muy poco y sélo por unas cuantas semanas,



desapareciendo generalmente de la circulacion entre el dia 55 y el dia 70 de
la gestacion (Boeta y Zarco, 2005; Boeta, 2008). Como resultado de la falta
de soporte gonadotrépico, a partir de la sexta semana de la gestacion las
concentraciones de progesterona en la yegua gestante con burro son
significativamente menores que en las yeguas gestantes con caballo (Allen,
1993; Boeta y Zarco, 2005; Boeta, 2008).

Se sabe que durante la gestacion intraespecie (embridon equino), los
cuerpos luteos de la gestacion son altamente resistentes a los efectos
luteoliticos de la prostaglandina F2a (PGF2a), y se asume que esto se debe
a los efectos luteotropicos de la eCG. Asi, cuando la PGF2a se administra
en la etapa del diestro se produce una disminucién significativa en las
concentraciones de progesterona durante las primeras 12 horas, y una caida
a niveles basales a las 24 horas. Lo mismo ocurre cuando la PGF2a se
administra a yeguas que se encuentran en los primeros 32 dias de la
gestacion, en las que una sola dosis de PGF2a resulta en la induccion del
aborto. En cambio, en el segundo tercio de la gestacion se requieren
multiples administraciones (Douglas et al., 1974) o dosis mas elevadas
(Douglas et al, 1979; Daels et al, 1995) para inducir la pérdida de la

gestacion.

Se ha propuesto que después del dia 40 de gestacién, la eCG es la
encargada de la proteccion de las yeguas gestantes ante los efectos
luteoliticos de la PGF2a (Allen , 2001), y que este efecto protector no estaria
presente en las yeguas gestantes con feto mula (Boeta, 2008), es posible
entonces que el alto indice de abortos que se produce en las gestaciones
interespecie (Boeta y Zarco, 2005; Boeta, 2008) se deba a los bajos niveles
de eCG, que no serian suficientes para proteger a los cuerpos lUteos de la
gestaciéon en caso de una produccién endégena de PGF2a, como la que
puede ocurrir cuando un animal sufre sindrome abdominal agudo, laminitis o

en presencia de endotoxinas (Neely, 1979).

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto luteotropico de la
eCG en gestaciones con feto equino y con feto mula, la administracion de



PGF2a sintética requerida para inducir la luteolisis y provocar el aborto en los
dias 65 a 75 de la gestacion de yeguas gestantes con feto equino (servidas
con caballo) y yeguas gestantes con feto mula (servidas con burro)
relacionando estos resultados con las concentraciones de eCG y de

progesterona circulantes antes de iniciar los tratamientos.



2. HIPOTESIS

Debido a sus menores concentraciones de eCG, las yeguas gestantes con
feto mula son mas susceptibles que las yeguas gestantes con feto equino a la
luteolisis y al aborto provocados por la administracién de PGF2a sintética

durante el segundo mes de la gestacion

3. OBJETIVOS

Evaluar los efectos de la administracion de PGF2a sintética durante el
segundo mes de la gestacion sobre la funcion lutea y viabilidad fetal en
yeguas gestantes con feto mula y yeguas gestantes con feto equino,
relacionando dichos efectos con las concentraciones de eCG y progesterona

presentes al momento de administrar la PGF2a.



4. REVISION DE LITERATURA

4.1 FUNCION LUTEA

El cuerpo lateo (CL) es una glandula endocrina transitoria que se
desarrolla después de la ovulacidon a partir de la diferenciacion y proliferacion

de las células foliculares. (Diaz et al., 2002).

El CL maduro esta compuesto por al menos dos tipos de células
esteroidogénicas con base en criterios morfologicos y bioquimicos
(Niswender et al., 2000). Estas células son conocidas como células luteas
pequefias y células lateas grandes. Ademas, en el CL existen otras células
sin potencial esteroidogénico, como los fibroblastos, células endoteliales y
células inmunes. EIl rapido crecimiento del cuerpo Iiteo a partir de la
ovulacion solamente es equiparable con el ritmo de crecimiento de los

tumores mas agresivos (Webb et al, 2002).

4.1.1 PRODUCCION DE PROGESTERONA

En el foliculo ovérico las células de la teca expresan las enzimas
necesarias para convertir el colesterol en andrégenos, pero carecen de las
enzimas necesarias para convertir los andrégenos en estradiol. (Bao et al.,
1998). Sin embargo, las células de la granulosa tienen la capacidad convertir
androgenos en estradiol, por lo que los andrégenos producidos por la teca
son aromatizados a estradiol por las células de la granulosa (Richards et al.,
1987).

La oleada preovulatoria de LH provoca la luteinizacién de las células de la
granulosa y de la teca, alterando la via esteroidogénica de forma tal que
después de la luteinizacion tanto las células de la teca como las de la
granulosa producen principalmente progesterona. (Niswender et al., 2000).
La produccién de progesterona utiliza pocas enzimas y es considerada como
la via esteroidogénica mas simple. Al igual que en otras células

esteroidogénicas, en el CL el colesterol puede obtenerse a partir de



lipoproteinas circulantes, de las reservas intracelulares de ésteres de
colesterol, o por medio de la biosintesis de colesterol de novo (Strauss et al.,
1981).

La produccion de progesterona por el CL es estimulada o mantenida por
varias hormonas luteotropicas, siendo la principal la hormona luteinizante
(LH), con la colaboracién de otras hormonas como la prolactina y el estradiol
(Diaz et al., 2002).

Las células lateas derivadas de la teca y de la granulosa dan origen a dos
tipos celulares distintos, que difieren morfolégica y fisiolégicamente. Las
células derivadas principalmente de células de la granulosa han sido
designadas como células luteas grandes (LLC) y las derivadas de las células
tecales han sido designadas como células luteas pequefias (SLC) (Niswender
et al., 2000).

La diferenciacién de las células de la teca y de la granulosa en células
capaces de producir grandes cantidades de progesterona se acompafia por
un aumento en la expresion de las enzimas involucradas en la conversion de
colesterol a progesterona, como el complejo citocromo P-450 de
segmentacion de la cadena lateral de colesterol (P-450 scc) y la 3 B
Hidroxiesteroide deshidrogenasa A5A4 isomerasa (33 - HSD). Al mismo
tiempo se produce una disminucion en la expresion de las enzimas
encargadas de los diversos pasos de la transformacion de progesterona en
estrogenos, por ejemplo la citocromo P450 17a hidroxilasa y la citrocromo P-
450 aromatasa (Bao et al., 1998).

La mayoria del colesterol usado en la esteroidogénesis se obtiene de la
sangre en forma de lipoproteinas de alta (HDL) o baja (LDL) densidad
(Grummer et al., 1988).

El colesterol es una molécula hidrofobica, por lo que le es dificil que
difunda libremente a través de ambientes hidrofilicos como el del citoplasma.



Por lo que el movimiento de colesterol en la circulacion o dentro de la célula

es a través de proteinas de transporte (Diaz et al., 2002).

La captacion de las LDL por las células liteas ocurre por endocitosis
mediada por receptores. Una vez internalizados, los endosomas se combinan
con lisosomas, donde la LDL se disocia de su receptor y es degradada,
dejando colesterol libre disponible para la célula (Grummer et al., 1988). El
receptor LDL se incrementa draméticamente después de la luteinizacion de
las células de la granulosa tanto in Vitro como in Vivo (Rajapaksha et al.,
1997; Li et al., 1998).

Una vez que el colesterol libre esta en el citosol de la célula puede usarse
directamente para la esteroidogénesis o para la incorporacién en membranas
celulares, o puede ser esterificado con acidos grasos para formar ésteres de

colesterol y ser almacenado (Lestavel et al., 1994).

Cuando se requiere colesterol, la colesterol esterasa hidroliza los ésteres
de colesterol almacenados y los deja libres para su uso por la célula. Este es
uno de los pasos en la esteroidogenesis que esta controlado de manera
precisa por vias de segundo mensajero. La colesterol esterasa es activada

cuando es fosforilada por la protein cinasa A (PKA) (Trzeciak et al., 1974).

La sintesis de todos los esteroides depende del transporte del colesterol al
interior de la mitocondria. Para estar disponible para la esteroidogénesis el
colesterol debe ingresar a la cara interna de la membrana mitocondrial
interna, donde reside el complejo enzimatico colesterol P450- scc, que
segmenta la cadena lateral del colesterol para formar pregnenolona
(Niswender et al., 2000).

La estimulacion de la esteroidogénesis por hormonas trépicas mejora el
transporte del colesterol a la mitocondria, 1o que es un proceso complicado
gue no se explica por la simple difusion del colesterol a través de la
membrana mitocondrial. El paso limitante en la via esteroidogénica es el

transporte del colesterol de la membrana mitocondrial externa a la interna.



Este paso también parece ser el sitio principal de regulacién positiva y
negativa de la esteroidogénesis por sistemas de segundos mensajero
(Simpson et al., 1983)

La principal limitante en la produccion de progesterona latea es el
transporte del colesterol al interior de la membrana mitrocondrial, lo que es
mediado por la proteina de regulacion aguda de la esteroidogénesis (StAR).
La activacién de la PKA aumenta la cantidad de StAR fosforilada, lo que
estimula el transporte de colesterol (Pon et al., 1986). De esta manera la
fosforilacion de la StAR con la resultante elevacion del transporte de
colesterol parece ser un paso clave en la estimulacién hormonal aguda de la

sintesis de progesterona (Wiltbank et al., 1993).

Una vez transportado el colesterol a la matriz mitocondrial entran en juego
las acciones de la P450 SCC, la drenodoxina y la adrenodoxina reductasa,
gue rompen la cadena lateral del colesterol para formar pregnenolona.
Posteriormente la pregnenolona se difunde hacia el exterior de la mitocondria
y hacia el reticulo endoplasmico rugoso, donde es transformada en
progesterona por la enzima 3p hidroxiesteroide deshidrogenasa A5-A4
isomerasa (BHSD). De aqui la progesterona difunde hacia fuera de la célula

lutea y al torrente sanguineo (Couet et al., 1990; Diaz et al., 2002)

Las células luteas pequefias y grandes difieren en sus tasas basales de
secrecion de progesterona, produciendo las grandes de 2 a 40 veces mas
progesterona que las células pequefias sin estimular (Niswender et al., 1994)

4.1.2 FUNCIONES DE LA PROGESTERONA

Los blancos principales de la progesterona son el aparato reproductivo y el
eje hipotalamo - hipdfisis (Niswender et al.,, 2000). En el utero, la
progesterona induce la inactividad del miometrio. Esto se manifiesta como un
aumento del potencial de reposo de las células miometriales, ademéas de una

reduccion en el acoplamiento eléctrico entre las células miometriales; ya que



la progesterona disminuye el ingreso del calcio a la célula, requerido para la
contraccion de las células miometriales (Batra, 1986). Por otra parte, la
progesterona bloquea la capacidad del estradiol para estimular la aparicion
de receptores adrenérgicos, cuya activacidn causa contracciones uterinas
(Niswender, 2000).

La progesterona también induce la diferenciacion del estroma uterino,
estimulando las secreciones glandulares en asociacién con la acumulacién
de las vacuolas basales en el epitelio glandular, y cambiando el patrén de las
proteinas secretadas por las células endometriales. (Maslar et al., 1986), las
gue proporcionan un ambiente que favorece el desarrollo embrionario

temprano (Strinden et al., 1983).

4.2 PROSTAGLANDINAS

Los eicosanoides son metabolitos oxigenados de &acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga. Los eicosanoides derivados del acido
araquidénico incluyen a las prostaglandinas, los tromboxanos, los
leucotrienos y las lipoxinas, todos los cuales actian como sefales de

comunicacioén intercelular local entre tipos celulares especificos (Silvia, 1999).

La prostaglandina de mayor interés en la reproduccion animal es la
prostaglandina F2 alfa (PGF2a), la cual se deriva del acido araquidonico que
es liberado a partir de los fosfolipidos membranales de varias células en

respuesta a estimulos enddécrinos, nerviosos y/o fisicos.

La hidrolisis de los fosfolipidos de la membrana celular para liberar acido
araquiddnico es una reaccion enzimatica mediada por la fosfolipasa A. El
acido araquiddnico libre es el precursor de las prostaglandinas y tromboxanos
sintetizados por medio de la via de la ciclo oxigenasa, ademas de los

leucotrienos; sintetizados por medio de la via de la lipooxigenasa.

La prostaglandina sintetasa es un complejo enzimatico microsomal que

convierte el acido araquidénico en PGH2, que es el precusor de todas las



prostaglandinas. En un primer paso, el acido araquidénico es transformado
en endoperoxido (PGG2) por medio de la ciclo oxigenasa. La prostaglandina
G2 se convierte de inmediato en PGH2 por medio de una peroxidasa.
Posteriormente, la PGH2 puede ser reducida a PGF2a por la reductasa de
prostaglandinas, o bien ser convertida por medio de otras enzimas en alguna
otra sustancia activa (PGE2, tromboxanos, prostaciclinas; Samuelsson,
1981).

Las prostaglandinas producidas en forma enddégena son rapidamente
metabolizados en la circulacion. Debido a que la PGF2a desaparece muy
rapido de la circulacion se ha aceptado que la determinacion de su principal
metabolito, 15-ceto-13,14-dihidro PGF2a, es el método mas confiable para
estimar la secrecion endégena de PGF2a (Haluska y Currie, 1988).

4.2.1 PAPEL LUTEOLITICO DE LA PGF2a

En la mayoria de las especies la destruccion del cuerpo luteo (luteolisis)
gue se produce al final de la fase Idtea en las hembras que no estan
gestantes es provocada por PGF2a de origen uterino (Phariss et al, 1970;
Niswender, 2000). Al final de la fase lutea en la hembra vacia se establece un
patrén pulsatil de secreciéon de PGF2a (Zarco et al, 1998) que provoca
primero una reduccién en la secrecion de progesterona (McGuire et al, 1994),
lo que es seguido por la muerte de las células Idteas y la destruccion fisica
del CL (Pate et al, 1994). En yeguas, como en otras especies animales, la
secrecion uterina pulsatil de PGF2a es responsable de la regresion del CL
que ocurre al terminar el periodo de diestro (Starbuck, 1998).

En las yeguas, la arteria ovarica no se encuentra intimamente asociada a
la vena utero-ovarica como ocurre en rumiantes, por lo que la PGF2a debe
viajar a través de la circulacién general antes de llegar al ovario que contiene
al cuerpo lateo (Vanderwall et al., 2000). Debido a que la PGF2a debe actuar
a través de la circulacion sistémica, se cree que el cuerpo luteo de la yegua
es extremadamente sensible a niveles muy bajos de PGF2a circulantes
(Vanderwall et al., 2000). En efecto, se ha demostrado que la afinidad de



union de la PGF2a a sus receptores membranales en el cuerpo luteo es 10

veces mayor en las yeguas que en las vacas (Vernon et al., 1979).

En las yeguas no gestantes, el periodo de vida del cuerpo IUteo es
controlado por la liberacion de PGF2a por el endometrio entre los dias 13 y
16 después de la ovulacion. La primera liberacion de PGF2a precede a la
primera disminucidbn en las concentraciones de progesterona por
aproximadamente 3 a 4 h, lo cual es seguido por una liberacién mas fuerte de
PGF2a durante la luteolisis (Stabenfeldt et al., 1981)

Aunque los mecanismos que regulan la secrecion uterina de PGF2a en
yeguas no estan totalmente entendidos, en rumiantes domésticos se ha
demostrado que la liberacion inicial de PGF2a por el endometrio es inducida
por la accion de la oxitocina, probablemente de origen neurohipofisiario,
sobre los receptores endometriales de oxitocina (McCracken et al., 1991). A
su vez, la PGF2a estimula la secrecién de oxitocina por parte del cuerpo
lateo (Flint y Sheldrick, 1982) creando una reaccién de retroalimentacion

positiva que incrementa la magnitud del pulso de PGF2a.

Existe evidencia de que la oxitocina también esta involucrada en el
proceso luteolitico en la yegua, ya que la que la administracién de oxitocina
exdgena estimula la liberacion de PGF2a durante el diestro tardio (Betteridge
et al., 1985), y las concentraciones de oxitocina se encuentran altas en este
momento (Stevenson et al., 1991). Por esta razén se ha sugerido que la
oxitocina es responsable de estimular la liberacidén episédica de PGF2a del
endometrio durante la luteolisis de la yegua (Starbuck et al., 1998).

La caida inicial en la secrecion de progesterona probablemente se debe a
una disminucién en el flujo sanguineo del cuerpo luteo, lo que priva a la
glandula de nutrientes y sustratos (Phariss et al, 1970; Azmi et al, 1984). Esto
es seguido por un descenso en la capacidad esteroidogénica de cada una de

las células luteas (Niswender, 2000).



La PGF2a estimula a las células endoteliales del cuerpo luteo para
producir endotelina—1. La potente actividad vasoconstrictora de esta
sustancia provoca una reduccion del flujo sanguineo durante la luteolisis
temprana, y la hipoxia resultante puede causar liberacion adicional de
endotelina-1 (Girsh et al., 1996).

Entre las 24 y 36 horas de exposicion a la PGF2aq, las células Iateas no
sufren cambios morfoldgicos evidentes, pero su capacidad esteroidogénica
ha sido reducida apreciablemente (Sawyer et al., 1990).

La PGF2a actia uniéndose a receptores especificos localizados en células
luteas esteroidogénicas grandes. Estos pertenecen a la familia de receptores
transmembranales acoplados a proteina G. Al unirse con alta afinidad a sus
receptores, la PGF2a induce la activacion de la enzima fosfolipasa C, la cual
cataliza la hidrdlisis de fosfatidilinositol 4,5 bifosfato a inositol 1,4,5 trifosfato
(IP3) y 1,2 diacilglicerol (DAG). El IP3 se difunde en el citoplasma hasta
unirse a receptores de la membrana del reticulo endoplasmico, provocando
una despolarizacion de la misma que resulta en la liberacion hacia el
citoplasma del Ca++ almacenado en el reticulo endoplasmico. El aumento de
Ca++ libre y el DAG (localizada en la membrana plasmatica), estimula la
actividad de la proteina cinasa dependiente de Ca++ (PKC; Niswender,
2000). La activaciéon de la PKC provoca la fosforilacién de diversas proteinas
celulares involucradas en la esteroidogénesis, disponibilidad de colesterol y
mantenimiento de la matriz extracelular, ademas de que induce la expresién y

activacion de proteinas involucradas en la apoptosis (Niswender et al., 2000).

Un signo caracteristico de la luteolisis es la disminucion en la produccion
de progesterona lUtea asociada a una disminucion de la expresion de la
proteina reguladora de la esteroidogenesis aguda (StAR). Esta proteina es un
regulador de la esteroidogenesis al tranportar el colesterol hacia el interior de
la membrana mitocondrial interna (Watson et al., 2000). El tratamiento con
PGF2a en yeguas resulta en una disminucién en las concentraciones de

MRNA para StAR en el tejido Iuteo. La disminucion de mRNA- StAR después



de la administracion de PGF2a esta asociada a la disminucion tanto de las
concentraciones de progesterona circulante como de la concentracion
intralitea de mMRNA para el receptor de LH (LHr; Beg et al., 2005), lo que
coincide con la observaciéon de que el numero de receptores para LH
disminuye junto con la disminucion en las concentraciones de progesterona
litea y sérica durante la luteolisis natural e inducida por PGF2a (Roser et al.,
1982; Roser & Evans, 1983).

4.2.2 INDUCCION DE LUTEOLISIS CON PGF2a

En las yeguas en diestro es posible provocar la luteolisis mediante la
administracion de 5 mg de PGF2a natural (Nelson, 1976). El cuerpo
hemorragico en desarrollo es refractario a la lisis por medio de
prostaglandinas durante los primeros 4 o 5 dias posteriores a la ovulaciéon
(Paccamonti, 1991), por lo que la PGF2a tiene un efecto luteolitico
significativo solamente sobre los CL maduros (Keifer et al., 1979; Bristol,
1987).

Después del tratamiento con PGF2a existe una disminucion dramatica y
abrupta en las concentraciones del mRNA para la enzima 3HSD (65% a las
4h; 85% a las 12h). Sin embargo, el mMRNA para la enzima P450scc y la
actividad enzimatica de la 3HSD solo disminuyen hasta 24 h después del
tratamiento con PGF2a (Hawkins et al., 1993; Juengel et al., 1995; Tsai,
2001). La progesterona circulante decrece significativamente en las primeras
12 h después del tratamiento con PGF2a, lo que coincide con la disminucion
en las concentraciones de mRNA para enzimas esteroidogénicas dentro del
tejido Ilateo, con una disminucion en las concentraciones de mRNA para
receptores de LH y para la proteina reguladora de la esteroidogénesis aguda
StAR (Beg et al., 2005).

La induccién de la sintesis intralitea de PGF2a en respuesta a la PGF2a
extralitea puede ser critica para completar el proceso luteolitico. (Beg et

al.,2005). Asi, se ha demostrado que los tratamientos con PGF2a exdgena



incrementa la actividad de la ciclooxigenasa, una enzima clave en el patrén
de biosintesis de prostaglandinas (Tsai y Wiltbank, 1997, 1998).

El tratamiento exdégeno con PGF2a indujo un aumento de mas de tres
veces en el mRNA de la isoforma Cox-2 de la ciclooxigenasa en el cuerpo
luteo. Este hallazgo indica que las yeguas son similares a las especies bovina
y ovina, en las que la PGF2a exdgena induce la sintesis de PGF2a
intralGtea. (Beg et al., 2005).

Los resultados indican que, en las yeguas, la PGF2a exdgena y
presumiblemente la PGF2a uterina inducen la sintesis intralitea de PGF2a,
y son compatibles con el establecimiento de una curva autocrina intralutea
para amplificar y aumentar el efecto luteolitico de la PGF2a. (Beg et al.,
2005). Esta propiedad de la PGF2a, puede explicar el porqué a la mitad del
diestro las dosis de PGF2a, a pesar de ser considerablemente menores a las
recomendadas por el fabricante (1.25mg / yegua) son efectivas para inducir

una luteolisis completa (Barker et al., 2006).

En la yegua la aplicacion de PGF2a provoca algunos efectos indeseables,
tales como sudoracion y signos de colico. Por eso es mas recomendable
utilizar un andlogo sintético que conserva los efectos luteoliticos de la

hormona con menor incidencia de efectos secundarios.

El cloprostenol es una prostaglandina F sintética usada en animales para
inducir luteolisis, provocar abortos, y para el tratamiento de la piometray la

endometritis.

Quimicamente el cloprostenol sddico se presenta como un polvo blanco o
casi blanco, amorfo e higroscépico. El cloprostenol causa la regresion del
cuerpo luteo y detiente su actividad secretora. Tambien tiene efectos
estimulatorios directos sobre el musculo liso uterino, causando contraccion y
efectos relajantes del cervix. La dosis indicada en yeguas para causar

luteolisis es de 100 microgramos (Alcantara et al., 2005)



4.3 FISIOLOGIA DE LA GESTACION TEMPRANA

El embrion equino tarda 6 dias en recorrer la totalidad del oviducto, y entra
al utero a través de la papila uterotubarica entre los dias 6 y 7 posteriores a la
ovulacién (Battut et al., 1998). Una caracteristica especial de la gestacion
equina es que los oOvulos no fertilizados son retenidos en la unidn atero-
tubarica, mientras que a los embriones si se les permite el paso hacia el
cuerno uterino, lo que al parecer se debe a que el embrion comienza a
secretar cantidades apreciables de la hormona prostaglandina E; (PGEy),
cuando alcanza el estadio de morula compacta, en el dia 5 después de la
ovulacion (Weber et al., 1991).

Entre los dias 6 y 22 después de la ovulacién el embrién equino esta
completamente envuelto por un glicocalix fuerte y elastico conocido como la
capsula equina (Betteridge, 1989). Esta capsula esta fuertemente adherida al
embrion equino y evita que el trofoblasto se alargue entre los dias 10 y 16
después de la ovulacion. Por esta razon el embrién equino se mantiene
esférico y completamente libre dentro del lumen uterino, donde se mueve
constantemente a lo largo del Utero impulsado por contracciones peristalticas
del miometrio (Ginther, 1985).

El constante movimiento del embrién equino a través del Utero entre los
dias 7 y 17 es necesario para asegurar que la sefal de reconocimiento
materno de la gestacién producida por el embrion pueda entrar en contacto

directo con el endometrio en toda la extension del utero (Ginther, 1985).

El reconocimiento materno de la gestacion se lleva a cabo entre los dias
14 y 16 post-ovulacion, aunque el embrion comienza su efecto luteoestatico
alrededor de los dias 11 al 13 después de la ovulacion (Betteridge et al.,
1985). El factor antiluteolitico de la gestacion que permite el reconocimiento
materno de la gestacion suprime el reciclaje de receptores para oxitocina en
el endometrio (Stout et al., 2000), lo que no permite el establecimiento del

patron de secrecion pulsatil de PGF2a (Watson et al., 1997).



Después de llevarse a cabo el reconocimiento de la gestacién, el cuerpo
liteo de la yegua gestante permanece en los ovarios, pero declina
gradualmente en su produccién de progesterona durante los siguientes 20
dias, hasta el punto en que las concentraciones periféricas de progesterona
plasmatica en la mayoria de las yeguas cae desde un pico en el diestro de 12
a 20 ng/ml entre el dia 5 y 10 de ovulacion, hasta niveles tan bajos como 3-5
ng/ml en el dia 35 de la gestacion. Sin embargo, una vez que se comienza a
secretar eCG por parte de las copas endometriales, el cuerpo luteo primario,
aumenta tanto su tamafio como su ritmo de secrecion de progesterona (Allen,
2001).

La cépsula equina acumula en su superficie una variedad de proteinas y
otros componentes de las secreciones de las glandulas endometriales a
medida que el embridon se mueve por el Gtero entre los dias 7 y 17 después
de la ovulacion. Finalmente la cdpsula equina comienza a desintegrarse
alrededor del dia 20-21 (Denker et al., 1987). Esta desintegracion permite el
desarrollo de prolongaciones celulares en la superficie externa de la
membrana coriovitelina, la cual todavia no estd vascularizada. Estas
prolongaciones se proyectan hacia el interior de las glandulas endometriales
para quedar embebidas en las secreciones glandulares y para dar adherencia

fisica al embridn en el endometrio (Allen, 2001).

En el dia 21 postovulacion se puede detectar latido cardiaco a través de
ultrasonografia, en el polo ventral de la vesicula embrionaria que todavia
conserva su forma esférica. En esta etapa el espacio por encima del embrién
esta ocupado por el saco vitelino. A partir del dia 20 comienza a formarse el
alantoides, que es una evaginacion del intestino primitivo que aparece como
un saco lleno de liquido localizado ventralmente al embrion, y que crece
rapidamente hasta fusionarse con la parte ventral del corion hacia el dia 28
(van Niekerk y Allen, 1975).

La fusion del alantoides y el corion ocasiona que se forme el
corioalantoides, y en medio de estas capas se desarrolla el mesodermo
vascular. Conforme el alantoides crece, llena el espacio situado por debajo



del embrién y el saco vitelino que se localiza dorsalmente al embrién va
sufriendo regresion, por lo que el embrién, situado entre ambos sacos, va
moviéndose gradualmente hacia el polo ventral de la vesicula embrionaria
(Allen,1973). Hacia el dia 35 de la gestacion el embrién ha recorrido la mitad
de este camino, por lo que se encuentra situado en la parte central de la
vesicula embrionaria, con el saco vitelino por encima de €l y el saco
amnioético por debajo. Entre el dia 30 y 35, en el area de corion localizada
entre el alantoides y el saco vitelino se forma el cinturén corionico, el cual es
el precursor de las copas endometriales productoras de gonadotropina

coridnica equina (Ginther, 1998).

Durante el primer mes de la gestacion los ovarios de la madre contindan
mostrando oleadas de crecimiento folicular cada 10 al2 dias, tal como
sucede durante el ciclo estral. Estas oleadas son estimuladas por la
liberacién de FSH de origen hipofisiario (Urwin y Allen, 1982). Los foliculos
desarrollados en cada oleada no alcanzan la madurez ni ovulan debido a la
retroalimentacion negativa sobre la secrecion de LH que ejerce la
progesterona producida por el cuerpo lateo de la gestacion. Sin embargo,
entre el dia 38 y el dia 40 en la mayoria de las yeguas gestantes se produce
la ovulacion de un foliculo coincidiendo con el inicio de la secrecion de eCG,

que tiene actividad biologica similar a la de la LH (Daels et al., 1991)

4.4 LA FUNCION LUTEA DURANTE LA GESTACION Y SU RELACION CON
LA eCG

Todos los mamiferos domésticos o silvestres que han sido investigados
hasta la fecha requieren de progesterona o un metabolito biolégicamente
activo de la misma (5a pregnane-3,20 diona) para mantener la gestacion. La
progesterona o sus metabolitos activos inducen al endometrio a cumplir
cambios estructurales y de intercambio gaseoso de la placenta (Steven y
Samuel, 1975), estimulan a las glandulas endometriales a secretar nutrientes
para el sustento del feto (Amoroso, 1952 citado por Allen, 2001). De la misma

manera ayudan a mantener la quiescencia del miometrio (Pashen, 1984)



hasta el momento en que la madurez de los érganos del feto en crecimiento

denoten su correcta preparacion para el nacimiento (Rossdale y Silver, 1982).

Durante los primeros 3 meses de la gestacion de la yegua, esta se
mantiene por la progesterona secretada por las gonadas maternas. El CL
primario es la fuente principal de progestagenos durante los primeros 40 — 50
dias, y continua contribuyendo con progesterona hasta su desaparicion
alrededor del dia 120 — 150 de la gestacion (Sharp, 1989).

Se asume que la funcién latea es apoyada primariamente por la LH
hipofisiaria materna hasta los dias 35 a 40 de la gestacion (Ginther, 1992). A
partir de ese momento la eCG comienza a secretarse y a tener actividad
luteotrépica (Allen, 1980). Simultaneamente con la elevacion en las
concentraciones de eCG se ha observado un aumento en la secrecion de
progestagenos desde antes de que se formen CL secundarios, lo que sugiere
que la eCG estimula directamente la esteroidogénesis del CL primario (Daels
et al, 1998). Ademas, ultrasonograficamente se ha observado que el CL
primario aumenta de diametro a partir del dia 35 (Bergfelt et al., 1989). Por
otra parte se ha demostrado que la produccion de progestagenos se
incrementa durante la incubacion con eCG de cortes de tejido de CL
primarios y secundarios (Squires et al., 1978). A este aumento de la
produccion de progestdgenos acompafado por el incremento en el diametro

del CL se le ha referido como resurgencia del CL primario (Ginther, 1992).

Entre el dia 40 y 150 de la gestacion generalmente se desarrollan uno o
varios cuerpos luteos secundarios y/o suplementarios, los que proveen una
fuente adicional de progesterona (Squires et al., 1978; Martin et al., 1989).
Sin embargo no todas las yeguas gestantes desarrollan cuerpos IUteos
secundarios, y su desarrollo en tiempo y numero es extremadamente
variable, sugiriendo que no son del todo esenciales para el desarrollo de la
gestacion. Después del dia 160 de la gestacion, tanto el cuerpo Iuteo primario
como los secundarios y/o suplementarios sufren regresion y a ese momento
la gestacion se mantiene por la secrecion de progestagenos por parte de la
unidad fetoplacentaria. Los metabolitos de la progesterona que circulan en



mayores concentraciones en la sangre materna son la 20c-hidroxi-5a-

pregnane-3-onay el Sa-pregnane-3p, 20a-diol.

4.5 GONADOTROPINA CORIONICA EQUINA

En investigaciones realizadas se observo que el suero obtenido a partir de
yeguas en diferentes estados de gestacion estimulaba el crecimiento ovarico
cuando se administraba a ratas prepuberes (Cole y Hart, 1930).

A la sustancia responsable de este efecto se le denomind inicialmente
gonadotropina sérica de yegua prefiada (PMSG). Inicialmente se asumié que
se producia en la hipdfisis de la madre pero el analisis de su localizacion en
tejido materno y fetal ayudé a concluir que era secretada por el corion y
almacenada en el endometrio (Catchpole y Lyons, 1934). Después se
demostré que el sitio de sintesis de la gonadotropina de estudio, eran las
copas endometriales (Clegg et al., 1954).

Basado en el origen trofoblastico de las células que proliferan para formar
las copas endometriales, se llegd a la conclusion de que el término
gonadotropina corionica equina (eCG) es mas apropiado para describir a la

glicoproteina producida por las copas endometriales.

La gonadotropina coriénica equina ha sido purificada en la yegua y la
burra. La secuencia de aminoacidos no es idéntica en estas dos especies,
por lo que recibe el nombre de acuerdo a su origen (eCG en la yegua y dCG
en la burra; Clegg et al.,, 1982). Los hibridos de estas especies también
producen gonadotropinas coridnicas, aunque no se conoce Si en estos se

expresan tanto el alelo paterno como el materno o si existe impronta génica.

4.5.1 COPAS ENDOMETRIALES

Los tres principales eventos en la invasiéon endometrial son la adquisicién

de la capacidad invasiva de las células del cinturén coriénico, su migracion



hacia el epitelio endometrial y su proliferacion para formar las copas

endometriales (Enders et al, 1996).

Las células de las copas endometriales secretoras de eCG son realmente
células del trofoblasto fetal que se originan a partir de una banda discreta
anular de células hiperplasicas, denominada cinturon corionico. El cinturén
coriénico es una banda de tejido avascular especializado del trofoblasto que

rodea la circunferencia del embrion (Ginther, 1979).

En el embridn equino el cinturdén coridnico se desarrolla entre 25 y 34
dias después de la ovulacién en la region ecuatorial del embrién, en el punto
de unién del saco vitelino en regresion con las membranas alantoideas en
crecimiento (Allen y Moor, 1972). Las células de la superficie del cinturén
comienzan a invadir el tejido materno, desplazandose vigorosamente y
fagocitando a las células de la superficie endometrial y de la porcién apical de
las glandulas endometriales antes de pasar a través de las membranas
basales para entrar al estroma uterino (Enders y Liu, 1991). Las células del
cinturén coridnico equino tienen capacidades degradadoras de la matriz
extracelular a través de la actividad de las metaloproteinasas. (Vagnoni et al.,
1995). Las células invasivas se unen a proteinas extracelulares de la matriz,
secretando proteinasas capaces de degradar dichas estructuras y migrando a
través de estas (Liotta et al., 1986). El agresivo comportamiento invasivo de
las células del cinturén coriénico equino es parecido al comportamiento del
sincitiotrofoblasto del embrién humano o al de las células metastésicas de un
tumor (Mignatti et al., 1993).

Hacia el dia 36 de la gestacion las células logran migrar a través de la
lamina basal hacia el interior del tejido intersticial del endometrio (Allen,
1973). En ese sitio completan su diferenciacion, creciendo y adhiriéndose
entre si hasta formar las copas endometriales (Hamilton et al., 1973).

Macroscopicamente las copas endometriales se describen como placas
palidas y bien delimitadas de tejido que se desarrollan en el endometrio del
cuerno gestante del Utero de la yegua, en la zona adyacente al cinturén



coriénico del embrién (Moor et al., 1975). Cada copa endometrial consiste de
una masa densamente plegada de células grandes binucleadas de tipo
epitelioide, que estan intercaladas entre las glandulas endometriales e
irrigadas por vasos sanguineos (Enders et al, 1996). Estas estructuras
alcanzan su maximo desarrollo alrededor del dia 65 de la gestacion,
produciendo eCG que puede ser encontrada en la circulacion hasta el dia
130 de la gestacion, llegando a la circulacion materna por medio de la red de

vasos linfaticos que se desarrolla debajo de cada copa (Allen, 1982).

A patrtir del dia 60 de la gestacion se inicia un proceso de degeneracion en
el cual algunas células de las copas endometriales comienzan a sufrir citolisis
(Ginther, 1979). Después del dia 70 0 80, las copas endometriales en
degeneracion tienen una apariencia pdalida y aplastada y su superficie
concava se llena con secreciones pegajosas y con aspecto de miel (Allen,
1975). Para el dia 80, las células de las copas presentan vacuolizacion y
tienen un grado de degeneracién pronunciado (Ginther, 1979). Todo este
proceso de degeneracion se debe a una vigorosa respuesta inmune
citotoxica mediada por células inmunitarias maternas en contra de antigenos
de histocompatibilidad tipo | extrafios expresados en las células de la copa
endometrial. Como resultado las copas se observan necréticas en la
superficie del endometrio alrededor del dia 100 — 120 (Allen, 1975).

Hacia el dia 100 las copas comienzan a desprenderse y en algunos casos
se convierten en bolsas corioalantoideas. Para el dia 140 las células de las
copas endometriales han desaparecido (Ginther, 1979). El genotipo fetal y el
ambiente uterino ejercen marcadas influencias en el desarrollo de las copas
endometriales y su secrecion de eCG al determinar anchura, desarrollo

general e invasividad del cinturén coriénico (Allen et al., 1973).

4.5.2 ESTRUCTURA DE LA eCG



Todas las gonadotropinas son hormonas glicoproteinas heterodiméricas
gue se componen de una subunidad o y una subunidad B (Papkoff et al.,
1967).

La eCG es una glicoproteina de peso molecular aproximado de entre 64
(Christakos y Bahl, 1979) y 72 KDa (Gospodarowicz, 1967). Consiste de 2
cadenas polipeptidicas unidas en forma no covalente. La subunidad o es
comun a todas las hormonas glicoprotéicas del caballo (Pierce y Parson,
1981) y contiene 96 residuos de aminoécidos. La subunidad  difiere entre
hormonas, y esta es la base para su diferente actividad biolégica (Pierce y
Parson, 1981). La subunidad B de la eCG consiste de 149 aminoacidos y es
idéntica a la subunidad § de la LH equina (Sugino et al., 1987), siendo
ambas codificadas por el mismo gen, que se expresa en la hipofisis para
sintetizar LH y en las copas endometriales para sintetizar eCG. La eCG es
rica en prolina y hemi-cistina. También es notable su alto contenido de

treonina y serina.

La eCG es la mas glicosilada de las hormonas glicoprotéicas. La
subunidad o tiene dos sitios de glicosilacion. La subunidad 3 tiene un sitio N 'y

cuatro sitios O de unién para glicosilacion (Papkoff et al., 1978b).

El contenido de carbohidratos de la eCG representa el 41.7% de la masa
de la molécula, y las proporciones de &acido sialico (14.5%) y galactosa
(11.6%) son mayores que las presentes en otras hormonas glicoprotéicas
(Christakos y Bahl, 1979). La subunidad B tiene significativamente mayor
contenido de &cido sialico (18%), galactosa (13.5%) y N-acetilglucosamina
(9.9%) que la subunidad a, y a diferencia de esta ultima contiene N-
acetilgalactosamina (Christakos y Bahl, 1979).

La eCG extraida directamente de las copas endometriales tiene mayor
contenido de carbohidratos que la obtenida del suero. Esto se debe a que la
glicosilacion de las proteinas es un evento posterior a la transcripcion, que se

lleva a cabo en varias etapas durante el paso de la proteina a través del



aparato de Golgi (Manning et al., 1987). De esta manera, la eCG presente
dentro de las células de las copas endometriales es una mezcla de moléculas
en diferente etapa del proceso, mientras que la forma circulante

probablemente representa la forma madura de la glicoproteina.

La cantidad de carbohidratos presentes por unidad de eCG pueden variar
entre preparaciones de eCG con mucha o poca actividad biologica (Aggarwal
et al.,, 1980). La cantidad de acido sialico por miligramo de eCG varia no
solamente entre yeguas sino también de acuerdo a la etapa de gestacion en
una misma yegua. (Manning et al., 1987) El acido sialico le confiere una vida
media excepcionalmente larga comparada con otras hormonas

glicoprotéicas (Murphy y Martinuk, 1991).

El bioensayo y los estudios de unién a receptores han demostrado que
tanto la eCG como la eLH poseen actividad intrinseca significativa de FSH
cuando se emplean en otras especies (Licht et al., 1979 citado por Farmer y
Papkoff, 1979).

Las estructuras primarias de la eLH y la eCG son idénticas, y la variacion
en el peso molecular de las dos formas se debe a las diferencias en el
contenido de carbohidratos. La mayor diferencia existe en el contenido del
acido sidlico, el cual es el doble en la eCG (Matteri et al., 1986), lo que
parece influenciar la capacidad de union a los receptores de LH/eCG (Murphy
y Martinuk, 1991).

4.5.3 ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LA eCG

La eCG tiene efectos parecidos a los de la LH equina (eLH) en los
receptores y bioensayos in vitro. Sin embargo, a pesar de la completa
homologia de aminoacidos, la eCG tiene una menor actividad que la eLH. Por
otra parte, en especies diferentes al equino, tanto la eCG como la eLH tienen
actividad tanto de FSH como de LH. Esto es debido a que la eCG y la eLH se
unen a los receptores de FSH de todas las especies mamiferas, excepto los

équidos, produciendo en ellas efectos similares a los de la FSH (Murphy y



Martinuk, 1991). En cambio, los estudios de unidon de receptores han
mostrado que en el tejido ovarico de caballo y burro la eCG solamente se une
a receptores de LH, con una afinidad cientos de veces menor que la de la LH.
(Stewart y Allen, 1981). Cuando estan aisladas, tanto la subunidad o. como la
B de la eCG tienen muy poca actividad biolégica comparadas con la de la
eCG completa (Papkoff, 1974).

Si se elimina el &cido sialico de la molécula de eCG se produce un
aumento en la bioactividad de LH. En cambio, la actividad de FSH en
receptores de otras especies se reduce cuando a la eCG se le elimina el 80

% del &cido sialico. (Manning et al., 1987).

El acido sialico tiene un rol en la regulacion de la actividad biologica de las
hormonas glicoprotéicas, permitiéndole persistir por mas tiempo en la
circulacién después de su secrecion o administracion. El acido sidlico tiene
efectos significativos en la distribucion y desaparicion de eCG (Manning et al.,
1987).

4.5.4 SECRECION DE LA eCG

La primera aparicion de eCG coincide con la migracion de células
coribnicas especializadas hacia el endometrio. La eCG se ha aislado de
suero de yeguas y burras gestantes, de las copas endometriales y de células
del trofoblasto cultivadas in vitro (Aggarwal et al.,, 1980). El patron de
apariciéon de eCG sérica se ha correlacionado con los cambios histolégicos

en las copas endometriales (Allen, 1975).

La examinaciéon ultraestructural del componente coriénico de las copas
endometriales revela que no existen granulos de secrecion como los que se
encuentran en las células hipofisiarias secretoras de gonadotropinas
(Hamilton et al., 1973). Por lo tanto, es probable que las células coridnicas
secreten eCG en forma constitutiva. Los niveles séricos de eCG en la yegua

no experimentan cambios episodicos, lo que sugiere que no se secreta en



forma pulsatil sino en forma constante. Ademas, la inyeccion de GnRH no
tiene efectos sobre las concentraciones de eCG (Thompson et al., 1982). La
retroalimentacion por esteroides tampoco parece afectar la secrecion de eCG
(Nett y Pickett, 1979).

La secrecion de eCG persiste después de la pérdida o eliminacion del feto,
sugiriendo que las células de las copas endometriales continlan funcionando

en ausencia de un feto viable (Squires et al., 1980; Jeffcott et al., 1987).

Hacia la segunda mitad de la gestacion las copas endometriales son
destruidas debido a que se produce una reaccion inmunoldgica mediada por
células inmunes maternas en contra de las células de las copas
endometriales, lo que resulta en la interrupcion de la sintesis y secrecion de
eCG (Allen, 1982; Antczak et al., 1989). Las copas endometriales expresan
antigenos paternos para el complejo mayor de histocompatibilidad clase |
(MHC; Antczak et al., 1989), y son estos antigenos los que son atacados por

las células inmunes maternas.

La respuesta inmune de la madre en contra de las copas endometriales se
inicia muy pronto después de la formacion de las copas endomtriales, por lo
gue comienza a ser detectable entre el dia 45y 70 de la gestacion (Antczak
et al., 1984).

Las concentraciones circulantes de eCG son considerablemente menores
en burros que en caballos (Allen, 1982). En hibridos, la cantidad y duracion
de la secrecion de eCG son influenciadas por el padre, indicando que hay un
efecto del genoma paterno sobre la secrecion de esta hormona. En parte, la
variacion en las concentraciones de eCG entre especies e hibridos puede
ser atribuida al tamafio de las copas endometriales. En la burra son
pequefias y de tamafio limitado. En cambio, cuando se gesta un burdégano
las copas endometriales son grandes y anchas y producen grandes
cantidades de eCG. Por otra parte, cuando se gesta un embrién mula las
copas endometriales son pequefias y con poca secreciéon de eCG. En este

ultimo caso se produce una muy rapida invasion leucocitaria de las copas



endometriales, lo que resulta en su destruccion temprana y la consecuente

interrupcion de la sintesis de eCG. (Allen, 1982).

Existen diferencias importantes entre yeguas con respecto a la cantidad de
eCG circulante. Algunas yeguas producen en forma repetida cantidades muy
bajas de eCG (Boeta y Zarco, 2005). Se han hecho suposiciones de que la
influencia de la yegua en la cantidad de eCG producida se relaciona con la
conformacién del utero, que puede resultar en diferencias en la superficie
endometrial disponible para el establecimiento de las copas endometriales
(Allen, 1982).

4.5.5 PERSISTENCIA DE LA eCG EN LA CIRCULACION

El grado de glicosilacion de la eCG da como resultado la persistencia en la
sangre de la yegua y de otras especies por periodos muy largos en
comparaciéon con otras hormonas glicoprotéicas. La prolongada vida media
se ha atribuido al &cido siélico presente en la eCG.

En el primer estudio sobre ritmo de eliminacion de la eCG se encontré una
vida media de 6 dias en equinos castrados, y de 24 a 26 h en la circulacién
de yeguas. La eCG atraviesa en forma muy ineficiente la barrera renal, por lo
gue solamente el 1 % es eliminada por la orina (Cole et al., 1967).

4.5.6 FUNCION DE LA eCG EN EQUIDOS

Tradicionalmente se ha considerado que la funcién de la eCG es estimular
la formacion de cuerpos luteos accesorios durante la gestacion de la yegua,
asi como estimular la produccién de progesterona tanto por el cuerpo lateo
primario como por los secundarios. Sin embargo, existen evidencias de que
la gestacion puede culminar en forma exitosa en ausencia de
concentraciones importantes de eCG (Boeta y Zarco, 2005), y de que los
cuerpos luteos accesorios Nno son necesarios para una gestacion exitosa en

la yegua (Boeta, 2008). Por ello, a pesar de todo lo que se sabe acerca de la



estructura y actividad biolégica de la eCG, actualmente no es posible

asegurar cual es su funcién durante la gestacion de la yegua.

Como se menciond en el parrafo anterior, se ha considerado que la
funcion de la eCG es causar la formacion o mantenimiento de estructuras
luteas que comienzan a formarse en la mayoria de las yeguas a partir del dia
35 a 40 de la gestacion (Cole et al., 1946). Estas estructuras son conocidas
como cuerpos luteos secundarios y son derivadas de ovulaciones durante la
gestacion o bien de la luteinizacion de foliculos ovéaricos que se desarrollan

entre los dias 17 y 50 de la gestacion sin llegar a ovular (Ginther et al., 1979).

Tanto el cuerpo liteo primario como los secundarios persisten hasta el
quinto mes de la gestacion (Squires et al., 1974), secretando progesterona en
forma continua durante este periodo (Squires et al., 1975, 1979). En la
mayoria de las yeguas se produce un incremento en las concentraciones de
progesterona en forma coincidente con la primera elevacion de eCG
alrededor del dia 35 de la gestacion, aun antes de la formacion de cuerpos
luteos accesorios, lo que indica que la eCG estimula la esteroidogénesis en el

cuerpo lateo (Squires et al, 1979; Urias et al, 2008).

Las gestaciones de yeguas servidas con burro (embrion mula) se
caracterizan por tener concentraciones muy bajas de eCG (Stewart et al,
1981), lo que ocasiona que las concentraciones de progesterona en este tipo
de gestacion sean significativamente menores que los de yeguas gestantes
con caballo durante el tercer y cuarto mes de la gestacion (Boeta y Zarco,
2005; Boeta,2008). A pesar de ello, muchas yeguas gestantes con embrién
mula llevan a término en forma exitosa la gestacion, lo que demuestra que la

eCG no es indispensable durante la gestacion equina.

Por lo anterior, se ha postulado que tanto la eCG como los cuerpos liteos
secundarios constituyen un sistema redundante para asegurar el
mantenimiento de la gestacion en casos especiales hasta que la produccion
de progesterona placentaria sea suficiente para continuar con la gestacién
(Boeta y Zarco, 2005; Boeta, 2008). Tal vez la eCG sea esencial para la



gestacion en algunas yeguas (Murphy y Martinuk, 1991), o podria serlo
solamente cuando una yegua se enfrente a situaciones especiales, como lo
seria la liberacién endogena de PGF2a (Boeta, 2008). En estos casos la eCG
podria servir como un sistema extra para asegurar que haya suficiente
secrecion de progesterona por el cuerpo Iuteo primario y los cuerpos liteos
secundarios para mantener la gestacion hasta que la placenta asuma su rol

como el principal 6rgano esteroidogénico de la gestacion.

4.5.7 FUNCION LUTEOTROPICA DE LA eCG

Los niveles plasmaticos de progesterona se incrementan rapidamente
durante los primeros 6 a 10 dias después de la ovulacién, manteniéndose
constantes o declinando lentamente entre a partir del dia 10 (Squires y
Ginther, 1975).

En la yegua vacia el CL sufre luteolisis a partir del dia 16 post-ovulacién.
En cambio, en la yegua gestante la vida del cuerpo luteo se prolonga por una
regulacion a la baja de los receptores endometriales de oxitocina, lo que evita
el establecimiento de un patron luteolitico de secrecion de prostaglandina
F2a. A pesar de ello, después del dia 16 la funcién del cuerpo luteo decae y

las concentraciones de progesterona declinan gradualmente (Allen, 2001)

Posteriormente, y coincidiendo con el inicio de la secrecion de eCG (dia 35
a 38 de la gestacién) se produce un incremento significativo en las
concentraciones de progesterona como resultado de la estimulacion
luteotrépica del cuerpo lateo primario (Squires y Ginther, 1975; Urias, 2008).
A partir del dia 40 se pueden formar cuerpos liteos accesorios que producen
cantidades adicionales de progesterona. Al parecer estos cuerpos lUteos
accesorios se forman como resultado de la accidon gonadotrdpica concertada
de la FSH hipofisiaria y la eCG (Allen, 2001). Como resultado tanto de la
estimulacion del cuerpo luteo primario como de la formacion de los cuerpos
liteos las concentraciones de progesterona se elevan en forma significativa
entre el dia 35 y el dia 45 de la gestacion (Squires et al, 1974; Holtan et al.,
1975; Kooistra y Ginther, 1976; Bergfelt et al, 1989).



Para la formacion de los cuerpos IUteos accesorios es necesario que antes
se desarrollen foliculos preovulatorios, lo cual ocurre en forma ciclica desde
el inicio de la gestaciébn como resultado de la accion de la FSH hipofisiaria,
cuya secrecién no es inhibida por la progesterona (Squires y Ginther, 1975;
Urwin y Allen, 1982). Sin embargo, la LH hipofisiaria si est4 sujeta a una
estricta retroalimentacion negativa por parte de la progesterona, por lo que
ninguno de los foliculos formados durante las primeras 4 0 5 semanas de la
gestacion llega a ovular (Urwin y Allen, 1982). En cambio, a partir del dia 35
de la gestacion existen concentraciones elevadas de eCG, la cual debido a
su acciéon de LH es capaz de provocar la ovulacién del siguiente foliculo que

se desarrolle bajo la influencia de la FSH.

Aunque en algunas investigaciones se ha informado que las células luteas
equinas recolectadas durante el diestro no incrementan su produccion de
progesterona en respuesta a tratamientos in vitro con eCG (Neely et al.,
1990), la adicién de eCG a cultivos de cortes de CL primarios y secundarios
del dia 100 de gestacion si resultd en un aumento en la produccion de
progesterona (Squires et al., 1979), lo que demuestra que la eCG tiene la
capacidad de estimular la produccién de progesterona en los CL primarios y

secundarios de la gestacion.

Después del dia 150 de la gestacion, y debido a la desaparicion de la eCG
de la circulacién, los cuerpos luteos primarios y secundarios sufren regresion,
para dejar los ovarios pequeios y completamente inactivos durante el resto

de la gestacion.

4.6 GESTACIONES INTRAESPECIE E INTERESPECIE

Los équidos poseen la habilidad inusual de poder reproducirse con
miembros de otras especies de su género y producir descendencia viable,
aunque generalmente infértil. La mula es el hibrido de yegua x burro, y ha
sido producida y utilizada durante miles de afios por el hombre. La expresion
clara de los dos fenotipos de los padres en la mula ha contribuido al



entendimiento de la herencia genética a través de los siglos (Allen y
Short,1997)

La mula (yegua X burro; 2n= 63) y su cruza reciproca, el burdégano (burra
X caballo; 2n = 63), son los hibridos equinos mas comunes (Allen y Short,
1997). El genotipo fetal tiene una marcada influencia en el desarrollo
placentario de los équidos, especialmente en lo que se refiere a la anchura y
desarrollo general del cinturon coriénico (Allen y Short, 1997). El cinturén
corionico del embrion mula es apreciablemente mas estrecho que el cinturén
del embrion equino en el mismo estado de gestacion, aunque
histolégicamente es similar, con una superficie aplanada cubierta por una
aparente capa continua de células trofoblasticas hiperplésicas (Enders et al,
1996). Este cinturén coridnico mas pequefio da lugar, después de la invasion
del endometrio materno, a copas endometriales mucho mas pequefias y
menos productoras de eCG, debido a lo cual los niveles séricos de eCG son
considerablemente menores en la gestacion mular que en la gestacion con

embridn equino.

Ademas, en la yegua gestante con feto mula la eCG deja de secretarse en
etapas tempranas de la gestacién debido a una excesiva respuesta inmune
materna en contra de las células invasoras del trofoblasto, que sufren

necrosis prematura (Allen, 1975).

Igualmente inusual y de considerable interés cientifico, ha sido el
descubrimiento de que tanto la yegua como la burra y la mula son capaces
de aceptar, gestar, llevar a término, parir y criar exitosamente verdaderos
productos xenogénicos cuando a una de estas especie se le transfiere un

embridn de la otra especie (Allen, 1982b).

El desarrollo del embrion extraespecie en un ambiente uterino xenogénico
estd acompafiado por marcadas diferencias en la tasa de desarrollo, tamafio

final, vida media y actividad endocrina de las copas endometriales equinas.



En un experimento se utilizaron embriones genéticamente idénticos
producidos mediante la biseccién de embriones mula en el sexto dia después
de la ovulacion. Los embriones resultantes (Skidmore et al, 1989) fueron
transferidos a receptoras yeguas y a receptoras burras. Los resultados fueron
el desarrollo de copas endometriales anchas que secretaron grandes
cantidades de eCG hacia la sangre de la burra que sirvio como receptora,
comparada con bajas concentraciones séricas de eCG y copas endometriales
pequefias, estrechas, prematuras y en cierto grado necroticas en las yeguas
receptoras (Allen et al., 1993). Estos resultados demuestran que los
embriones hibridos no tienen un defecto intrinseco en su capacidad de formar
copas endometriales y producir eCG, sino que sufren un ataque inusualmente
fuerte por el sistema inmune de la yegua, lo que no ocurre si la madre

receptora es una burra.

El Gtero de la yegua parece afectar negativamente el desarrollo de las
copas endometriales de cualquier embrién que contenga un componente de
burro (embrién burro o embrion mula), mientras que el Gtero de la burra
estimula el desarrollo de las copas endometriales de cualquier embrion que
tenga un componente de caballo. (Allen et al., 1993). Esto sugiere que el
Utero de la burra es mas permisivo que el utero de la yegua en términos de

aceptar gestaciones inter e intraespecies.

Se ha postulado un mecanismo para explicar la influencia draméatica del
Utero de burra en el desarrollo del cinturon coriénico de embriones mula. Se
podria tratar de un factor de crecimiento que puede jugar un papel
importante en el desarrollo del cinturdn coriénico y que seria secretado por el

endometrio bajo control genético paterno (Allen et al., 1993b).

Otro fenbmeno a considerar es que en la gestacion de caballo y de
burdégano se desarrolla un cinturdn coriénico ancho, grueso y activo. Ambos
tipos de gestacion tienen como padre a un caballo semental y esto da lugar a
copas endometriales grandes y activas en ambos tipos de gestacion,
secretando concentraciones altas de eCG en el torrente sanguineo de la
madre, con persistencia de la actividad gonadotrépica hasta los 120 — 140



dias de gestacion (Allen, 1975; 1993). El genotipo paterno en cierta manera
gobierna el desarrollo del cinturon coriénico. El mecanismo responsable de
estas grandes diferencias permanece desconocido, aunque es tentativo
suponer que el fendmeno de impronta génica puede jugar un papel especifico
(Allen y Short,1997).

Cuando se emplean en otras especies, la proporcién FSH:LH de la eCG
producida por un embrion de caballo es cercano a 1, en tanto que el de la
eCG producida por embrién de burro es de alrededor de 0.2. Los embriones
de mula y burdégano producen eCG en una proporcion FSH:LH de 0.5 a 0.7,
gue es aproximadamente la mitad entre los de caballo y burro (Stewart et al.,
1977), lo que sugeriria que el gen de la eCG no esta improntado, aunque si
podrian estarlo algunos de los genes que regulan el desarrollo de las copas
endometriales o de los que intervienen en el mecanismo de rechazo

inmunoldgico de las mismas.

4.7 RESISTENCIA A LA PGF2a EN LA YEGUA GESTANTE

Al igual que ocurre en otras especies (McCracken, 1984; Zarco et al,
1988), la secrecidn pulsatil de PGF2a que se observa normalmente en las
yeguas no gestantes esta ausente durante la gestacion temprana (Kindahl et
al., 1982). Las bajas concentraciones intrauterinas de PGF2a en yeguas
gestantes y la baja produccion in vitro de PGF2a del tejido endometrial
mantenido en presencia de membranas embrionarias reflejan la accion
inhibitoria ejercida por la presencia del embrion en la sintesis y liberacion de
PGF2a (Berglund et al, 1982).

Sin embargo, en la mayoria de las especies es posible destruir los cuerpos
luteos de las hembras gestantes mediante la administracion exdgena de
PGF2a, lo que generalmente resulta en la induccién de aborto. Estas

propiedades abortivas de la PGF2a se demostraron incialmente en especies



de laboratorio (Douglas et al., 1974) y posteriormente en diversas especies

domésticas.

En la yegua la gestacion es dependiente durante los primeros 40 dias de
la progesterona secretada por el cuerpo luteo materno, y la administracion de
una dosis simple de PGF2a o algun anélogo es suficiente para causar la
regresion completa del cuerpo Iuteo y terminar la gestaciéon (Squires et al.,
1993). Sin embargo, después del segundo mes de gestacion se necesita la
administracion multiple de prostaglandina, a intervalos de 12 o 24 horas, para
logra la induccién del aborto en las yeguas (Ginther, 1992). Esta resistencia
parece deberse a la presencia de eCG, cuyos efectos luteotropicos al parecer
protegen a los cuerpos luteos de los efectos luteoliticos de la PGF2a (Allen,
2001).

Las yeguas gestantes con embrion mula tienen una elevada incidencia de
abortos, los cuales en muchos casos son precedidos por una repentina caida
en las concentraciones de progesterona, sugestiva de la ocurrencia de un
proceso de luteolisis activa por liberacion de PGF2a (Boeta y Zarco, 2005;
Boeta, 2008). De acuerdo a ésta hipotesis, a diferencia de las yeguas
gestantes con embrién equino, las gestantes con embrion mula serian
susceptibles, debido a su ausencia de eCG, a la liberacién enddégena de
PGF2a que acompafia a diversas patologias (Boeta, 2008). Por esta razon
en el presente trabajo se pretende comparar los efectos de la PGF2a sobre la
funcién latea y viabilidad fetal de yeguas gestantes con embrion equino y

yeguas gestantes con embrion mula.

4.8 METODOS PARA LA DETERMINACION DE LA VIABILIDAD FETAL

La medicion de las concentraciones de progesterona materna es un
método poco confiable para detectar la muerte embrionaria o fetal. Esto es
debido a que después de la pérdida del embriébn equino generalmente se
mantienen altas las concentraciones de progesterona durante varias
semanas o meses (Allen, 1978), lo que aparentemente se debe al soporte

gonadotrépico aportado por la eCG producida por las copas endometriales,



las cuales pueden continuar funcionando durante varias semanas después de

la muerte del feto (Allen y Moor, 1972).

Una hormona que aporta mejor informacion sobre la viabilidad fetal es el
sulfato de estrona. Las concentraciones plasmaticas y urinarias de esta
hormona en yeguas gestantes se incrementan alrededor del dia 37 de
gestacion (Kindahl et al., 1982; Evans et al., 1984). A partir de este momento
las concentraciones de sulfato de estrona se elevan en forma continua,
alcanzando niveles plasméticos maximos de alrededor de 700 ng/ml en la
semana 22. (Hoffmann, 1996). El primer incremento de estrégenos
conjugados que comienza después del dia 36 de gestacion es de origen
ovarico (Daels et al., 1991), pero el segundo incremento, que comienza entre
los dias 50 y 60, es resultado de la produccion de estrogenos libres y
conjugados por la placenta (Kindahl et al., 1982), y depende de la presencia
de un feto viable y una placenta normal. La muerte del producto es
acompafada por un descenso inmediato y dramético en las concentraciones
de sulfato de estrona en la madre (Boeta, 2008). Esto se debe a que la
produccion de estrégenos placentarios en la yegua involucra tanto al feto

como a las gonadas fetales (Pashen y Allen, 1979).

Por esta razén la medicion de las concentraciones maternas de sulfato de
estrona se ha utilizado para monitorear la viabilidad embrionaria después del
dia 40 de gestacion (Jeffcott et al., 1987).

Otra forma de evaluar la viabilidad fetal consiste en el monitoreo
ultrasonogréfico para confirmar el latido cardiaco y/o movimientos del
embridn o feto (Boeta y Zarco, 2005; Boeta, 2008). La utilizacion simultanea
de monitoreo ultrasonografico, y determinacion de las concentraciones de
sulfato de estrona y determinacion de las concentraciones de progesterona
permite no solamente detectar la muerte del producto sino contar con

elementos para postular la posible causa de dicha muerte.



5. MATERIAL Y METODOS

Este trabajo se realizé en el rancho “San Francisco” perteneciente a la
Universidad Nacional Autonoma de México, el cual se localiza en Chalco,
Estado de México, en la latitud 19° 09" 20” N y longitud 90° 58" 17” oeste. La

altitud media del municipio es de 2,550 metros sobre el nivel del mar.

Se utilizaron 12 yeguas gestantes con burro y 9 yeguas gestantes con
caballo. Todas eran yeguas entre 3 y 10 afios de edad, clinicamente sanas.
La condicion corporal de las yeguas se encontraba en general entre 2.5y 3.5
(escala 0 a 5) (Martin-Rosset, 1993). Las yeguas se mantuvieron
estabuladas en corrales con agua a libre acceso y templetes para sombra, y
fueron alimentadas con heno de avena, alfalfa achicalada y concentrado

comercial.

Para dejar gestantes a las yeguas se utilizaron como sementales un burro
Kentucky y un caballo criollo. Se realizaron exédmenes ginecologicos
completos antes de inseminar a cada yegua para verificar la ausencia de
condiciones patologicas clinicamente detectables. Posteriormente las yeguas
fueron sincronizadas con un progestageno por via oral (Altrenogest
0.044mg/kg). Una vez en estro se revisaron ultrasonograficamente para
programar la inseminacion artificial o monta directa en el momento mas
cercano a la ovulacion, utilizando en caso de ser necesario gonadotropina
coriénica humana (1500-3000 Ul de hCG) para programar la ovulacion
(Ginther 1986; Meyers, 1993).

Para la inseminacion artificial se colecto semen del burro Kentucky y del
semental criollo por medio de vagina artificial modelo Missouri, y se hizo la
dilucion del semen 2:1 en leche descremada ultrapasteurizada,
conservandose en refrigeracion a 5°C en un equitainer (Hamilton Thorn)

hasta la inseminacion artificial (Boeta y Zarco, 2000).

Se realiz6 el diagnéstico de gestacion a partir de los 16 dias post-

inseminacién con un ultrasonido Aloka de tiempo real.



Al llegar al dia 60 de la gestacion las yeguas se asignaban al azar (dentro
de cada tipo de gestacion) a un tratamiento con PGF2a sintética
(cloprostenol) o con solucién salina fisiolégica (SSF), quedando los grupos

de la siguiente manera:

e Grupo Equino-PGF2a, conformado por 4 yeguas gestantes con
caballlo.

e Grupo Burro-PGF2a, conformado por 6 yeguas gestantes con burro.

e Grupo Equino-SSF, conformado por 5 yeguas gestantes con caballo.

e Grupo Burro-SSF, conformado por 6 yeguas gestantes con burro.

A los grupos Equino-PGF2a y Burro-PGF2a se les administré una
inyeccion intramuscular de 0.25 mg de PGF2a sintética (Cloprostenol) entre
el dia 65 y el dia 75 de la gestacion. El tratamiento se repitio a las 48 h, y a
partir de este momento se repitio la dosis cada 24 h hasta que se registrara la
expulsion del producto. A los grupos Equino-SSF y Burro-SSF se les
administré una inyeccion intramuscular de solucién salina fisiolégica (SSF,
1ml) entre el dia 65y 75 de la gestacion, repitiéndose la dosis a las 48 h de la
primera aplicacion y a partir de este momento se repitid la dosis cada 24 h

durante tres dias.

Se determinaron las concentraciones de eCG inmediatamente antes de
administrar la primera inyeccién de cloprostenol o de SSF (tiempo 0), asi
como a las 24, 48 y 72 horas posteriores. Las concentraciones de
progesterona y sulfato de estrona se determinaron en el tiempo O y a las 6,
12, 18, 24, 30, 36, 48, 72, 96, 120, 144 y 168 horas después de la primera
inyeccion de cloprostenol o SSF. Para ello se obtuvieron muestras
sanguineas de cada yegua mediante puncion de la vena yugular, utilizando
tubos al vacio con gel activador del suero. Las muestras de sangre se
centrifugaron a 1500 x G con una centrifuga de mesa. Este procedimiento se
realizé durante 15 minutos dentro de la primera hora posterior a su obtencién

para separar el plasma (Boeta, 2008), que se mantuvo en congelacion a -20



©C, hasta el momento de realizar las determinaciones hormonales. Las
determinaciones de progesterona se realizaron por medio de un
radioinmunoandlisis en fase solida, empleando el kit Coat-A-Count®
Progesterona (Diagnostic Product Corporation, Los Angeles, CA., U.S.A;
Pulido et al., 1991). Con una sensibilidad de 0.01 ng/ml y un coeficiente de
variacion intraensayo de 10.59%. Las concentraciones totales de eCG se
determinaron mediante enzimo inmunoensayo (Boeta, 2008), basado en el
principio de sandwich (PMSG ELISA EIA-1298, Paramedical *f*, Italia) con
una sensibilidad del ensayo de 3 Ul/ml, coeficiente de variacion intraensayo
de 7.5%. Las concentraciones de sulfato de estrona se determinaron
mediante un radioinmunoanalisis de fase sélida (Kindahl, 1982). Con una
sensibilidad de 0.02 ng/ml y un coeficiente de variacion intraensayo de
3.34%.

Para evaluar el momento en que ocurrio la muerte del producto y la
expulsion del mismo, cada yegua fue explorada ultrasonograficamente
inmediatamente antes de la aplicacion del primer tratamiento, vy
posteriormente cada 12 horas hasta verificarse la muerte fetal, evidenciada
por ausencia de latido cardiaco y de movimiento fetal, y posteriormente la
ausencia del producto en el Gtero materno (evidencia de expulsion),

utilizando un aparato de tiempo real con transductor de 3.5 Mhz.

Las concentraciones de cada una de las hormonas en cada uno de los
periodos de muestreo se compararon entre grupos mediante analisis de
varianza para mediciones repetidas, utilizando como factores principales el
tipo de gestacion (servicio con caballo o servicio con burro) y el tratamiento
(PGF2a o SSF). Los efectos del tipo de gestacién (servicio con equino o con
burro) sobre los intervalos promedio entre los tratamientos con PGF2a y la
reduccion en las concentraciones de progesterona a menos de 1 ng/ml, la
muerte del producto, y la expulsion del mismo se compararon mediante

pruebas de “t” de Student.



6. RESULTADOS

En la Figura 1 se observa que, inmediatamente antes de recibir la primera
inyeccidbn de PGF2a o SSF (hora 0) las concentraciones de eCG eran
significativamente mayores (p<0.01) en las yeguas gestantes con equino que
en las yeguas gestantes con burro. Dentro de cada tipo de gestacion no
existieron diferencias en las concentraciones de eCG de las yeguas
programadas para recibir PGF2a o SSF. Los tratamientos con PGF2a no
afectaron la subsecuente produccion de eCG, ya que en todos los muestreos
las concentraciones de esta hormona se mantuvieron en niveles similares a
los registrados en el mismo grupo en el tiempo 0 (entre 90 y 100 U.l. para las
yeguas gestantes con caballo y menores a 10 U.l. para las yeguas gestantes
con burro), y en ningln caso se registraron diferencias con respecto al grupo

tratado con SSF del mismo tipo de gestacion.
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W Equino-PGF2
0O Burro-SSF

B Burro-PGF2

eCG (U.l./ml)

Horas después del tratamiento

Figura 1. Concentraciones de eCG inmediatamente antes (hora 0) y a diversos
intervalos después del primer tratamiento con 0.25 mg de PGF2a sintética
(cloprostenol) o con 1 ml de SSF en yeguas gestantes con caballo y yeguas
gestantes con burro. ®° Literales diferentes indican diferencia significativa
(p<0.01).



En la Figura 2 se observa que las concentraciones promedio de
progesterona de las yeguas testigo (tratadas con SSF) gestantes con caballo
siempre fueron significativamente mayores que las de las yeguas testigo
gestantes con burro. Dentro de cada tipo de gestacion no se produjeron

variaciones significativas a lo largo del tiempo durante el periodo de

muestreo.
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Figura 2. Concentraciones de progesterona en yeguas gestantes con burro y
yeguas gestantes con caballo en diferentes momentos en relacion a la
administracion de 1 ml de SSF (hora 0). Noétese el cambio de escala de tiempo
a partir de las 48 h. 2P Literales diferentes indican que las dos curvas son
estadisticamente diferentes (p<0.05). Las flechas indican el momento de
administracion de la SSF

En la Figura 3 se observa que las concentraciones de progesterona de las
yeguas gestantes con caballo comenzaron a disminuir inmediatamente
después de la primera administracion de PGF2a, siendo significativamente
menores que las de las yeguas tratadas con SSF a partir de las 18 horas
post-tratamiento. Entre las 30 y las 48 horas las concentraciones de
progesterona de las yeguas tratadas con PGF2a se estabilizaron en niveles
cercanos a los 7 ng/ml, para volver a caer después de la segunda inyeccién
de PGF2a y dejar de ser significativamente diferentes a 0 ng/ml a partir de las

96 horas post-tratamiento
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Figura 3. Concentraciones de progesterona en yeguas gestantes con caballo
en diferentes momentos en relacién a la administracion de 0.25 mg de PGF2a
sintética o 1 ml de SSF (hora 0). Noétese el cambio de escala de tiempo a partir
de las 48 h. El momento a partir del cual las concentraciones de progesterona
fueron significativamente (p<0.05) menores en el grupo tratado con Equino-
PGF2a que en el grupo Equino-SSF se indica con *. El momento en el que las
concentraciones de progesterona dejaron de ser significativamente diferentes
a 0 ng/ml se indica con **, Las flechas indican el momento de administracion
de PGF2a (Cloprostenol)

En la Figura 4 se observa que las concentraciones de progesterona de las
yeguas gestantes con burro comenzaron a disminuir inmediatamente
después de la primera administracion de PGF2a, siendo significativamente
menores que las de las yeguas tratadas con SSF a partir de las 18 horas
post-tratamiento. A partir de las 24 horas las concentraciones de
progesterona del grupo burro-PGF2a dejaron de ser significativamente

diferentes a 0 ng/ml.
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Figura 4. Concentraciones de progesterona en yeguas gestantes con burro en
diferentes momentos en relacién a la administracion de 0.25 mg de PGF2a
sintética o 1 ml de SSF (hora 0). Notese el cambio de escala de tiempo a partir
de las 48 h. El momento a partir del cual las concentraciones de progesterona
fueron significativamente (p<0.05) menores en el grupo tratado con Equino-
PGF2a que en el grupo Equino-SSF se indica con *. El momento en el que las
concentraciones de progesterona dejaron de ser significativamente diferentes
a 0 ng/ml se indica con **, Las flechas indican el momento de administracién
de PGF2a (Cloprostenol) y/o SSF.

Al comparar las concentraciones de progesterona de los dos grupos
tratados con PGF2a se advierte que durante las primeras 36 horas los dos
grupos siguieron un ritmo de descenso similar aunque partiendo de
concentraciones iniciales de progesterona diferentes para cada grupo (Figura
5). En el grupo de yeguas gestantes con caballo las concentraciones de
progesterona al parecer comenzaban a recuperarse a las 48 horas, para
volver a caer al aplicarse la segunda inyeccién de PGF2a. En el grupo de
yeguas gestantes con burro las concentraciones de progesterona cayeron a
niveles estadisticamente indistinguibles de 0 ng/ml 24 horas después de la
primera administracion de PGF2a, cuando solamente se habia aplicado una
inyeccion de la hormona. En cambio, en el grupo de yeguas gestantes con
caballo se requirieron 96 horas para que las concentraciones llegaran a

niveles similares a 0 ng/ml.



—=— Equino-PGF2
—o— Burro-PGF2

Progesterona (ng/ml)

0 6 12 18 24 30 36 48 72 96 120 144 168

Horas después del tratamiento

Figura 5. Concentraciones de progesterona en yeguas gestantes con burro y
yeguas gestantes con caballo en diferentes momentos en relacion a la
administracién de 0.25 mg de PGF2a sintética. Notese el cambio de escala de
tiempo a partir de las 48 h. El momento a partir del cual las concentraciones
las concentraciones de progesterona dejaron de ser significativamente
diferentes a 0 ng/ml en cada grupo se indica con **. Las flechas indican el
momento de administracion de PGF2a (Cloprostenol)

En la Figura 6 se muestran los intervalos promedio que transcurrieron
desde que se administrd la primera inyeccion de PGF2a hasta que las
concentraciones de progesterona cayeron a menos de 1 ng/ml, desde la
primera  administracibn de PGF2a hasta que se registro
ultrasonograficamente la muerte fetal, y desde la primera inyeccién de
PGF2a hasta que se registro la expulsion del producto. Aunque en todos los
casos los intervalos fueron numéricamente mas largos para las yeguas
gestantes con caballo que para las gestantes con burro, las diferencias no
fueron significativas (p>0.05). En general la muerte fetal se produjo entre 10
y 20 horas después de la caida de progesterona a menos de 1 ng/ml,
produciéndose la expulsion del producto dentro de las 24 horas siguientes a
su muerte.
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Figura 6. Intervalos entre la primera inyeccién de PGF2a y diversos eventos en
yeguas gestantes con caballo y yeguas gestantes con burro tratadas con
PGF2a.

En la Figura 7 se muestran las concentraciones de sulfato de estrona en
cada uno de los grupos. Los resultados indican que al iniciarse el
experimento la unidad-feto placentaria ain no comenzaba a producir
cantidades apreciables de sulfato de estrona, lo cual solamente comenzé a
ocurrir en los grupos testigo durante los ultimos dos muestreos. En cambio,
en los grupos tratados con PGF2a no se produjo este incremento final,

registrdndose en cambio una caida a niveles basales
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Figura 7. Concentraciones de sulfato de estrona en diversos momentos
después de la administracion de PGF2a o SSF a yeguas gestantes con caballo
0 yeguas gestantes con burro.



7. DISCUSION

En el presente trabajo se confirmaron los informes de Boeta y Zarco
(2005) y Boeta (2008) en el sentido de que entre el dia 65 y 75 de la
gestacion las concentraciones de eCG (Figura 1) y progesterona (Figura 2)
son significativamente mas elevadas en yeguas servidas con caballo (feto
equino) que en yeguas servidas con burro (feto mula), y que para ésta etapa
de la gestacién mular las concentraciones de eCG han descendido a niveles
inferiores a los 10 (Ul/ml), mientras que en las yeguas gestantes con caballo

se mantienen mucho mas elevadas (figura 1).

Los bajos niveles de eCG en las yeguas servidas con burro se deben al
rechazo prematuro de las copas endometriales montado por el sistema
inmune de la yegua en contra de los antigenos de histocompatibilidad
paternos presentes en las células de las copas endometriales (Allen, 1975;
Allen et al, 1993). A su vez, las reducidas concentraciones de progesterona
en las yeguas gestantes con burro se deben a la falta de apoyo
gonadotropico por parte de la eCG, una de cuyas funciones principales es la
estimulaciéon del cuerpo Iateo para la produccion de progesterona (Squires y
Ginther, 1975; Bergfelt et al, 1989; Urias, 2008).

La administracion de PGF2a no afectd la secrecion posterior de eCG, ya
gue tanto en las yeguas gestantes con feto equino como en las yeguas
gestantes con feto mula las concentraciones de ésta hormona se
mantuvieron sin cambio durante las 72 horas posteriores al tratamiento
(Figura 1). Esto concuerda con el concepto generalmente aceptado de que
las copas endometriales producen eCG en forma constitutiva, y que la
administracion de diversas hormonas no afecta su producciéon (Hamilton et al,
1973; Nett y Picket, 1979; Thompson et al, 1982). También es compatible con
los hallazgos de que las copas endometriales se mantienen funcionales aun

en ausencia de un feto viable (Squires et al., 1980; Jeffcott et al., 1987).



En cambio, tanto en las yeguas gestantes con caballo (Figura 3) como en
las yeguas gestantes con burro (Figura 4) la administracion de PGF2a si
provocé un descenso inmediato en las concentraciones de progesterona, que
para las 18 horas post-tratamiento ya eran significativamente menores que
las de las yeguas testigo de cada tipo de gestacion. El efecto luteolitico de la
PGF2a en la yegua vacia es ampliamente conocido (Roser et al, 1982; Roser
& Evans, 1983; Squires et al, 1993; Beg et al, 2005), pero en la yegua
gestante no esta tan bien caracterizado, aunque si se sabe que las yeguas
gestantes son menos susceptibles a la administracion de una dosis estandar
de PGF2a, por lo que se requieren dosis repetidas (Ginther, 1992) como las

utilizadas en el presente trabajo.

Se ha asumido que la resistencia de la yegua gestante a la luteolisis
provocada por la PGF2a es debida al efecto luteotropico o luteoprotector de
la eCG (Allen, 2001), lo que parece ser confirmado por los resultados del
presente trabajo, en el que el tiempo requerido para que las concentraciones
de progesterona alcanzaran niveles estadisticamente indistinguibles de 0 fue
mucho mayor en las yeguas gestantes con feto equino (96 horas, Figura 3),
gue en las yeguas gestantes con feto mula (24 horas, Figura 4). Como
resultado, las yeguas gestantes con feto mula, que no estaban protegidas por
concentraciones elevadas de eCG (Figura 1) requirieron de una sola
inyecciéon de PGF2a para reducir sus concentraciones de progesterona a
niveles basales (Figura 4), mientras que en las yeguas gestantes con feto
equino esto solo ocurri6 después de la cuarta inyeccion de la hormona
luteolitica (Figura 3). La diferencia en el efecto luteoprotector de la eCG en
ambos tipos de gestaciones se evidencid desde las primeras horas
posteriores a la administracion de PGF2a, ya que en las yeguas gestantes
con feto equino las concentraciones promedio de progesterona se redujeron
al 50 % de sus valores iniciales durante las primeras 18 horas post-
tratamiento, mientras que en las yeguas gestantes con feto mula las
concentraciones de progesterona llegaron en el mismo periodo a ser

menores al 25 % del valor inicial (Figura 5).



El efecto luteoprotector de la eCG se debe a que esta hormona provoca
una mayor sintesis de progesterona mediante la estimulacion del transporte
de colesterol al interior de la membrana mitocondrial interna de la célula Iutea
(Devoto et al., 2002) lo que permite que la enzima P 450scc segmente la
cadena lateral del colesterol para formar pregnenolona, precursor directo de
la progesterona (Watson et al., 2002). Cuando se ha formado la
pregnenolona, las células lateas proceden a transformar esta dltima en
progesterona mediante la enzima 3 [ hidroxiesteroide deshidrogenasa, la
cual generalmente no necesita estimulacibn para su actividad

esteroidogénica (Albretch y Daels, 1997).

Como se menciond anteriormente, en el presente trabajo la administracion
de PGF2a no alter6 la secrecion de eCG, lo cual es de especial relevancia
pués permitié6 que la eCG continuara estimulando a los cuerpos lateos aun
después de ser expuestos a la PGF2a. Esto podria explicar la aparente
recuperacion en las concentraciones de progesterona que se produjo en las
yeguas gestantes con caballo entre las 36 y las 48 posteriores a la primera
inyeccién de la PGF2a (Figura 3), ya que en ese momento dichas yeguas
mantenian concentraciones de eCG superiores a las 100 U.l./ml. En ellas la
progesterona solamente continué reduciéndose a partir de la segunda
inyeccion de PGF2a, cuando el incremento en la frecuencia de
administracion de la hormona fue capaz de vencer el efecto luteoprotector de
la eCG. En cambio, en las yeguas gestantes con feto mula no se registré un
periodo de recuperacion en las concentraciones de progesterona después de
la primera inyeccion de PGF2a, lo que es compatible con la ausencia de eCG

en la circulacion.

En el presente trabajo tanto la muerte fetal como la expulsion de los fetos
tendieron a ocurrir antes en las yeguas gestantes con feto mula que en las
yeguas gestantes con feto caballo (figura 6). Esta situacion podria deberse al
mayor ritmo de disminucién de las concentraciones de progesterona en las

yeguas servidas con burro. Sin embargo, debe reconocerse que las



diferencias en los intervalos desde el tratamiento a la muerte fetal y a la
expulsion no fueron estadisticamente significativas (P>0.05), por lo que seria
conveniente aumentar el tamafio de la muestra para evaluar si la tendencia
aparente encontrada en este trabajo es un efecto real o no. Otros autores han
encontrado intervalos de 4 a 5 dias entre la primera inyeccion de PGF2a
hasta el aborto en yeguas gestantes con feto equino, lo que es muy similar al
intervalo de 120 horas (5 dias) observado en el presente trabajo en el mismo
tipo de gestacién. Para el caso de las yeguas gestantes con feto mula no
existen estudios previos similares, por lo que no es posible establecer una

comparacion.



8. CONCLUSION

Se concluye que las reducidas concentraciones de eCG presentes en las
yeguas gestantes con feto mula resultan en una mayor susceptibilidad de los
cuerpos lateos de la gestacion al efecto luteolitico de la PGF2a, por lo que
una sola inyeccidn provoca el cese casi total de la funcion Idtea, mientras que
en las yeguas gestantes con feto equino se requieren la administracion
repetida de la hormona antes de que los cuerpos lateos dejen de producir
cantidades significativas de progesterona. Como resultado de lo anterior, la
muerte fetal y la expulsion del producto tienden a ocurrir antes en las yeguas

gestantes con feto mula.
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