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RESUMEN

Monitoreo de la glandula lUtea en yeguas con gestaciones mulares antes, durante y despues al
tratamiento con progestagenos. Ruiz J.H., Boeta A.M. El objetivo del presente trabajo fue el
monitoreo la glandula ltea mediante la medicién de su didmetro, las concentraciones séricas de
progesterona, numero de glandulas lGteas acumuladas y relacionar el tamafio de la/las glandulas
lateas con la presencia de progesterona en plasma entre el dia de la ovulacion (Dia 0) y el dia 120
de la gestacion en yeguas inseminadas con burro para evaluar el efecto del tratamiento con el
progestageno exogeno altrenogest. Se evaluaron 24 yeguas inseminadas con burro y divididas al
azar en dos grupos: Yeguas del grupo control 6 yeguas sin tratamiento (n= 13) y yeguas del grupo
experimental 6 bajo tratamiento con altrenogest (n=11), a las cuales se les administrd altrenogest a
una dosis de 0.088mg/kg cada 24 horas, en el periodo que comprende del dia 35 al dia 70 de la
gestacion mular, tipo de gestacion que normalmente se producen bajas cantidades de la hormona
eCG. Se recolectaron muestras de sangre dos veces por semana desde el dia sexto post-ovulacion
hasta los primeros 35 dias de la gestacion para posteriormente realizar los muestreos tres veces por
semana del dia 36 hasta el dia 120 de la gestacidn. Se realizaron tres estudios ultrasonograficos a la
semana para determinar el nimero y el didmetro de la/las glandulas lUteas. EI plasma se separo del
paquete celular mediante la 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
U.N.A.M. Para la determinacion de las concentraciones de progesterona se utilizd6 un
radioinmunoanalisis de fase solida, empleando el kit Coat-A-Count®. Antes del tratamiento 6
durante los primeros 35 dias de gestacion. Tanto para la progesterona como para el didmetro de la
glandula lutea se realizdé una prueba de Anova de una via, para detectar las diferencias, durante
dicho periodo no se encontraron diferencias significativas en ninguno de los dos parametros. Se
realizaron andlisis de medidas repetidas durante y posterior al tratamiento con la finalidad de ver si
existian diferencias entre concentraciones plasmaticas de progesterona y diametro de la glandula
latea del grupo control y del grupo experimental a lo largo del tiempo. Las concentraciones
plasméticas de progesterona entre el dia 35 y 120 de la gestacion no fueron estadisticamente
significativas entre grupos (F = 0.1126; P = 0.129).En el caso de encontrar diferencias significativas
se realizaron pruebas pos doc. (t de student). Sin embargo, se detectaron diferencias significativas
durante este periodo, independientemente de a qué grupo pertenecen (F = 19.69; P < 0.0001). Se
observa que las concentraciones de la progesterona para ambos grupos comienzan a elevarse a
partir del dia 35. Se encontrd una relacion positiva entre la progesterona y el tamafio de la/las
glandulas lateas para el grupo experimental y control, (F = 13.41; P = 0.0052), (F = 13.53; P =
0.003) respectivamente. Durante el tratamiento el 84% de las yeguas del grupo control formaron la
glandula latea secundaria mientras solo el 18% del grupo experimental formé la glandula latea
secundaria en este periodo. En el grupo control el nimero promedio de glandulas luteas acumuladas
fue 0.6 veces mayor (2.46 + 0.18) que en el grupo experimental (6 con altrenogest) (1.53 + 0.18) (t
= 3.56; P = 0.001). Los supuestos de normalidad y heterogeneidad de varianza fueron probados en
todos los casos. Todos los andlisis fueron realizados en el programa JMP (Ver. 6).

Palabras Clave: gestacion mular, glandula lGtea, altrenogest, progesterona.
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SUMMARY

Monitoring the luteal gland in pregnant mares with mule embryo before, during and after
progestagen treatment. Ruiz J.H., Boeta A.M. The objective of the present study was to monitor
the luteal gland through cross- sectional line messurement, plasma progesterone concentrations,
number of accumulated luteal glands and to relate its size with the presence of plasma progesterone
within ovulation (Day 0) to day 120 of pregnancy with mule embryo to evaluate the effect of
progestagen treatment (altrenogest). Thirty mares inseminated with donkey semen were randomly
divided in two groups: the control group was constituted by mares without treatment (n=15), and
the experimental group, constituted by mares administrated with altrenogest (n=15), which were
administrated with at 0.088mg./kg. daily, from day 35 to 70 day of pregnancy with mule embryo, a
type of pregnancy that generally produces low concentrations of eCG. Blood samples were taken by
jugular venipuncture twice a week from day 6 to day 35 and later these were taken three times a
week until day 120 of pregnancy. Three ultrasonografic examinations were carried out weekly to
determine the number and the cross-sectional line of the luteal glands. Plasma was separated by
centrifugation at 3000 rpm. during 10 minutes. It was kept frozen at -20 Celsius degrees, until
hormonal determination analysis were made in the endocrinology laboratory at U.N.A.M.’s
F.M.V.Z. Plasma progesterone concentrations were determined using a single antibody RIA kit
(Coat-a-Count®,). Before the treatment or during the first 35 days of pregnancy a one way Anova
test was done for the progesterone as for the cross sectional line of the gland in order to detect
differences, which were not found during that period in none of the two parameters. Analysis of
variance for repeated measures was used during and after the treatment to identify differences of
plasma progesterone concentration and cross-sectional line of the gland between control and
experimental groups. Plasma progesterone concentration through day 35 to 120 were not
statistically significant among groups (F=0.1126; P= 0.129). When significant differences were
detected pos doc test was used (t of student). However, important differences were detected during
this period regardless of the group (F= 19.69; P<0.001). Progesterone concentrations increased
since day 35 in both groups. A positive relation between progesterone and the size of the gland was
found for the experimental and control group, (F= 13.41; P= 0.0052), (F=13.53; P= 0.003)
respectively. During treatment 84% of the mares in the control group formed a secondary luteal
gland against only 18% of the experimental group. Among control group, accumulated luteal glands
averaged 0.6 times (2.46+ 0.18 ) the experimental group (1.53+0.18) ( t = 3.56; P= 0.001). The
normality and heterogeneity assumptions of variance were probed in every case. All analysis were
done with JMP software. (Ver 6.)

Keywords: mule pregnancy, corpora lutea, altrenogest, progesterone.



MONITOREO DE LA GLANDULA LUTEA EN YEGUAS CON GESTACIONES
MULARES ANTES, DURANTE Y POSTERIOR AL TRATAMIENTO CON
PROGESTAGENOS.

1. INTRODUCCION

El cuerpo luteo es considerado una glandula temporal, encargada de mantener la gestacion
durante los primeros 120 dias mediante la produccion de progesterona (Stocco et al., 2007).
La hormona luteinizante (LH), sintetizada en la pituitaria anterior, es esencial para su buen
desarrollo y funcionamiento (Niswender et al., 2000). La formacion de esta estructura
comienza con la ruptura de la pared del foliculo preovulatorio y una disminucién en el
tamafo del antro asociada con peérdida del fluido folicular dentro de la bursa ovarica
(Newcombe, 1997). Su morfologia no necesariamente resulta en una estructura uniforme,
ya que durante el proceso de ovulacion solamente del 30% al 50% de las glandulas luteas se
desarrollan uniformemente sin formar una cavidad intra-lUtea, mientras que del 50% al
70% de ellas acumulan fluido dentro de la cavidad antral y forman un cuerpo hemorragico
(Bergfelt y Adams, 2007, Newcombe, 1997, Ginther, 1992). El didmetro de la glandula
lutea puede ser usado para estimar su edad y funcionalidad (Ginther, 1992, Bergfelt et al.,
1989).

Durante los primeros dias de la gestacion de la yegua se presentan cada 10 a 12 dias
oleadas de desarrollo folicular debidas a la presencia de elevaciones periddicas de la
hormona foliculo estimulante (FSH). Sin embargo, los foliculos dominantes que se
desarrollan antes del dia 30 de la gestacion no llegan a ovular porque los altos niveles de
progesterona impiden la secrecion preovulatoria de LH. En cambio, a partir del dia 35
pueden producirse ovulaciones y formacién de glandulas lateas suplementarias debido a la

presencia de la gonadotropina coriénica equina (eCG), la cual acta en los receptores de



LH de las células del foliculo (Ginther, 1992). La misma eCG provoca el resurgimiento de
la glandula lutea primaria entre los 35 y 45 dias de gestacién. Como consecuencia tanto del
resurgimiento de la glandula latea primaria como de la formacién de glandulas lGteas
accesorias, a partir del dia 40 las concentraciones sistémicas de progesterona empiezan a
aumentar significativamente (Bergfelt et al, 1989). Aparentemente la eCG no solamente
provoca las ovulaciones accesorias, sino que también estimula tanto a la glandula litea
primaria como a las secundarias para que mantengan su secrecion de progesterona hasta el
dia 150 -180 de la gestacion. (Squires et al, 1974a).

La eCG es producida por las copas endometriales que se forman a partir de las células que
se desprenden del cinturon coridnico del embrion y se insertan y proliferan en el
endometrio. En una gestacion equina resultado de la cruza de un caballo con una yegua las
copas endometriales producen eCG desde el dia 35-40 hasta el dia 120-150 de la gestacion,
cuando son rechazadas inmunologicamente (Allen, 2001). Después de ese momento la
actividad ovérica disminuye por falta de apoyo gonadotrépico, pero la gestacion se
mantiene gracias a los progestagenos secretados por la placenta (Knowles et al., 1994).
Cuando una yegua es inseminada con burro con el objeto de producir un embriéon mula, las
copas endometriales derivadas de las células coridnicas mulares son rechazadas muy
rapidamente, entre la séptima y la décimo primera semana, por lo que las concentraciones
de eCG se reducen en forma muy prematura, y en ocasiones ni siquiera llegan a elevarse.
Esta falta en el apoyo gonadotropico provoca que se formen pocas glandulas luteas
suplementarias y que las concentraciones de progesterona esten muy por debajo de las
encontradas durante la gestacion de yegua servida con caballo (Boeta, 2008, Allen, 2001).
No obstante Boeta (2008) observd que a pesar de la deficiente secrecion de eCG se

Ilegaban a presentar ovulaciones suplementarias en gestaciones hibridas. aunque el nimero
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de glandulas luteas acumuladas durante los primeros 120 dias de la gestacion fue
significativamente menor (2.2) que en las yeguas servidas con caballo (2.2).

Lo anterior sugiere que, en ausencia de eCG, en las yeguas gestantes con burro la LH de
origen hipofisiario podria ser responsable de la formacion y mantenimiento de las glandulas
luteas suplementarias. Esto podria evaluarse mediante la administracion de progestagenos
exogenos, como el altrenogest, los cuales ejercen una retroalimentacion negativa sobre la
liberacion de la LH (Lee, 2003, James et al., 1998, Allen y Urwin 1980), lo que disminuir
la estimulacion de esta hormona sobre la glandula lGtea. Por esta razon la gestacion con
embrion mula resulta un modelo ideal para comprobar el posible papel de la LH en la
formacion de glandulas luteas suplementarias durante la gestacion equina. Sin embargo,
hasta ahora no se ha evaluado la funcionalidad de la glandula lutea en gestaciones mulares
antes, durante y después del tratamiento con progestagenos exdgenos. Dicha evaluacion se
puede monitorear mediante la determinacion de las concentraciones de progesterona
sistémica y el uso de la ultrasonografia para la medicion del diametro de las glandulas
liteas y la deteccion de la formacion de nuevas estructuras luteas durante los primeros 120

dias de la gestacion.



2. HIPOTESIS
El tratamiento con altrenogest en yeguas gestantes con embrion mula provocard una
disminucion de la funcién ldtea evitando la formacion de nuevas glandulas luteas

suplementarias.

3. OBJETIVOS

Evaluar los efectos de la administracion de altrenogest sobre la estructura y funcién de las
glandulas luteas de la gestacion mular a través de la medicion del didmetro, conteo de
namero de estructuras IUteas acumuladas y su relacion con la secrecién de progesterona

plasmaética desde el dia de la ovulacion (dia 0) hasta el dia 120 de la gestacion.



4. REVISION DE LITERATURA

4.1 CICLO ESTRAL

La evolucion de los mamiferos es resultado de multiples procesos de seleccién que han
favorecido el desarrollo de gestaciones largas y el establecimiento de épocas del afio
durante las cuales las hembras presentan actividad ovarica y otras donde hay ausencia total
de ésta, lo que ofrece ventajas contra la depredacion y los cambios ambientales extremos
(Geisert et al., 1992). La yegua es un animal poliéstrico estacional que presenta su
actividad ovarica durante los dias de mas horas luz (primavera-verano), de tal manera que
los nacimientos de las crias ocurren el siguiente afio durante los mismos meses. La duracion
del ciclo estral en el equino es de 21 dias, con una fase folicular ¢ estro de 5a 7 y una fase
lutea o diestro de 15 a 16 dias (Nie, 2007).

4.1.1 FASE FOLICULAR

Al intervalo entre la regresion del cuerpo luteo y la siguiente ovulacion se le llama fase
folicular. La duracion de ésta fase depende del grado de desarrollo que tenia el foliculo
ovarico dominante al momento de iniciarse la regresion del cuerpo lUteo, de la velocidad de
crecimiento folicular a partir de ése momento y del tamafio requerido por el foliculo para
poder ovular. Dichos eventos se ven afectados por la edad, raza y principalmente por la
época del afio, por lo que la duracion de la fase folicular tiende a ser mas larga al inicio de
la época reproductiva que a la mitad de la misma. El didmetro del foliculo méas grande
influye en la lutedlisis, inicio del siguiente estro, ovulacion y diestro. Mientras mas grande
sea el tamanio folicular al inicio del estro, mas rapido este foliculo llegara a ovular y por lo

tanto sera mas corto el estro (Gigli et al., 2006).



La foliculogénesis se define como el proceso de formaciéon, crecimiento y diferenciacion
folicular. Este proceso abarca desde el estadio de foliculo primordial hasta el foliculo
preovulatorio.

La gran mayoria de los foliculos presentes en los ovarios de la yegua son foliculos
primordiales que se encuentran en una fase de reposo desde la vida fetal. Para que un
foliculo pueda reactivar su desarrollo tiene que pasar por una etapa de activacion.
Activacion inicial: comienza en la etapa de foliculo primordial y termina con el desarrollo
de un foliculo terciario. Este crecimiento folicular no es dependiente de gonadotropinas; al
parecer estd dado por la interaccion de factores inhibidores como la hormona anti-
mulleriana (AMH) y factores activadores como los factores de crecimiento y diferenciacion
9 (GDF-9) y la proteina morfogenética 6sea 15 (BMP-15). Cuando predominan estos
ultimos factores, un grupo de foliculos primordiales abandona el grupo de foliculos
inactivos y comienza el proceso de diferenciacion, para llegar a la ovulacién o sufrir atresia
en algun momento de su diferenciacion. La atresia es un proceso que se puede dar en
cualquier momento de la foliculogénesis y alrededor del 99% de los foliculos que
comienzan la activacion se atresian sin llegar a ovular (Gigli et al., 2006).

Los foliculos terciarios preantrales solamente pueden pasar a la siguiente fase de desarrollo
cuando ocurre una segunda activacion denominada activacién de foliculos terciarios o
antrales. Durante esta etapa se necesitan grandes cantidades de gonadotropinas,
especialmente de FSH. En la yegua esta activacion ocurre solamente durante los meses que
se incrementan las horas luz, hasta que vuelven a disminuir (Gigli et al., 2006).

La ultrasonografia ha permitido describir las caracteristicas del desarrollo folicular de los
equinos a partir del momento en que se forma un antro de unos cuantos milimetros de

diametro. Estas observaciones han permitido describir la ocurrencia de oleadas foliculares.
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Una oleada folicular es definida como el crecimiento simultaneo de un grupo de foliculos
antrales hasta llegar a un punto en el que divergen, continuando uno de ellos su crecimiento
y diferenciacion (foliculo dominante) mientras que los otros sufren atresia (foliculos
subordinados). La dindmica folicular de los foliculos antrales se divide en tres etapas:
reclutamiento, seleccién y dominancia (Gigli et al., 2006).

El reclutamiento folicular ocurre cuando un grupo de foliculos antrales son estimulados
por una elevacion en las concentraciones de la hormona foliculo estimulante (FSH). EL
crecimiento de este grupo de foliculos resulta en una elevacién de los niveles de estradiol y
de inhibina, que son hormonas secretadas por las células de la granulosa en respuesta a la
FSH. Durante esta etapa varios foliculos dejan de crecer y sufren atresia, por lo que solo
unos cuantos alcanzan la siguiente fase (de seleccion). Durante la seleccidn estan presentes
de 7 a 11 foliculos subordinados de aproximadamente 5mm de diametro, los cuales
seguiran creciendo hasta llegar a 10-13 mm de diametro.

Cuando el foliculo mas desarrollado del grupo que esta creciendo alcanza un diametro
aproximado de 13mm., su secrecion de estradiol e inhibina es lo suficientemente elevada
para inhibir la secrecion de FSH, por lo que las concentraciones de esta hormona
comienzan a disminuir. En este momento se produce la seleccion del foliculo dominante, el
cual tiene gran capacidad de produccion de estradiol y una mayor sensibilidad a la FSH y
LH. Tanto los foliculos subordinados como el dominante contindan creciendo a una
velocidad de 2 a 3 mm. por dia, hasta que el dominante alcanza un diametro de 20 a 25
mm y los subordinados dejan de crecer para sufrir regresion (Bergfelt y Adams., 2007,
Adams et al.,1986), dicho proceso es llamado desviacion. Los cambios moleculares que se

Ilevan a cabo durante este proceso pueden ocurrir en cualquier foliculo terciario, por lo que



todos los foliculos pertenecientes a una oleada folicular tienen la capacidad de ser
dominantes (Gastal et al., 2000).

En la yegua la seleccién folicular se hace visible ultrasonograficamente 6 dias antes de la
ovulacion, cuando el foliculo alcanza un tamafio entre los 20 y 24 mm. Durante la
dominancia el crecimiento del foliculo dominante es significativamente mas rapido que el
de los demas foliculos, facilitando asi el aumento en las concentraciones intra-foliculares de
estradiol, factores de crecimiento parecidos a la insulina tipo I (IGF-1), inhibina-A y
activina-A, que decidiran el futuro del foliculo (Ginther et al., 2008, Gastal et al., 2007).
Conforme crece el foliculo dominante, desarrolla un mayor nimero de receptores a LH y
aumenta la secrecién de inhibina y estradiol, lo que ocasionan la disminucion en la
secrecion de FSH (Cox et al., 2009, Nambo et al., 2002, Bergfelt et al., 2001).

Los foliculos de las yeguas al igual que los de otras especies tienen la capacidad de
producir un factor de crecimiento parecido a la insulina y se ha encontrado que la proteina
ligada al factor de crecimiento parecido a la insulina tipo 2 (IGFBP-2) presenta niveles mas
bajos en foliculos preovulatorios 6 cerca de la ovulacion (Watson et al., 2005). Dichos
datos sugieren que estos factores pueden actuar como moduladores para mejorar la
sensibilidad a FSH y LH (Ginther et al., 2006).

Conforme un foliculo dominante continda creciendo, llega un momento en que las
concentraciones crecientes de estradiol aumentan la secrecién pulsatil de GnRH, lo que
provoca un aumento en el numero de receptores de GnRH en la hipdfisis. Las mayores
concentraciones de GnRH acttan en una hipdfisis con alta concentracion de receptores que
estimula la oleada de LH, lo que conduce a la ovulacion (Ginther et al., 2006, Knobil y
Neill, 1998). Las altas concentraciones de estradiol también son responsables de la

receptividad sexual, relajacion del cérvix, el aumento en el diametro del canal cervical,
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aumento en la secrecion del fluido oviductual y aumento en la produccion de los fluidos
lubricantes del cérvix y la vagina. Todo lo anterior es requerido para crear un ambiente
adecuado durante la ovulacion y facilitar la fertilizacion ((Knobil y Neill, 1998, Ginther,
1992).

4.1.2 OVULACION

La ovulacion ocurre durante la fase folicular y es el resultado de una cascada de eventos
iniciados por la oleada de LH, que es necesaria para el crecimiento folicular final, la
ovulacion y la formacidn de la glandula latea (Guyton y Hall, 1997). La oleada preovulatoria de LH
induce en las células de la granulosa un aumento en el RNA mensajero del factor de crecimiento
endotelio vascular (VEGF), asi como otros factores de crecimiento (amphiregulin-epiregulin) (Cox
et al., 2009). Otros elementos que tienen efectos sobre las células foliculares y lUteas son los
factores de crecimiento parecidos a la insulina (IGF’s), que aumentan la capacidad de los
receptores a LH (LH-R) (Watson et al., 2005). La LH inicia su secrecién desde que comienza el estro,
aumentando conforme avanza la receptividad sexual, para posteriormente disminuir
gradualmente después de que ocurre la ovulacién. Alexander e Irvine (1996) observaron que la
yeguas administracién de naloxona durante el estro inducia pequefios aumentos de GnRH, FSH y
LH alrededor de la ovulacién, sugiriendo la posibilidad de que en las yeguas los opiodes modulan
continuamente el almacenamiento de la LH asegurando su liberacion gradual, hasta que los pulsos

de GnRH son mas rapidos y provocan la elevacion preovulatoria de LH (Alexander e Irvine., 1996).

En el foliculo preovulatorio la LH estimula la produccion de histamina y prostaglandina E2
(PGE2), que favorecen la produccién de factores angio-génicos. El incremento en el flujo
sanguineo, que tiene como propdsito asegurar que dicho foliculo preovulatorio sea
abastecido hormonalmente para su maduracion final. Ademas se estimula la sintesis de la

colagenasa; enzima que colabora en la disolucion de la pared del foliculo. Al mismo
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tiempo la prostaglandina F2 alfa (PGF2a) ayuda a la evacuacion del liquido folicular por
contraccion. Inmediatamente después de la ovulacién las paredes del foliculo colapsan,
dando origen a varios pliegues que permite que las células de la granulosa y la teca se
mezclen, formando una estructura glandular (Senger, 2003).

4.1.3 FASE LUTEA

La fase lutea o diestro es el periodo durante el cual la hembra no tiene receptividad sexual y
su aparato genital se prepara para mantener una gestacion. Esta fase tiene una duracién de
15 a 16 dias, periodo en el que ocurre la formacién y desarrollo del cuerpo lGteo, que
continda funcionando hasta que se lleva a cabo su regresion (lutedlisis) (Senger 2003)

El cuerpo llteo es considerado una glandula temporal que juega un papel primordial en la
regulacion del ciclo estral y cuya funcion principal es secretar progesterona para mantener
la gestacion en los mamiferos (Gigli et al., 2006).

Durante la fase lutea las concentraciones de LH se mantienen basales (10-15 ng/ml) entre
el dia 5 y el dia 16 del ciclo (ovulacién = dia 0) debido a que la progesterona producida por
el cuerpo luteo produce retroalimentacion negativa. A pesar de ello, las pequefias
cantidades de LH presentes durante la fase lGtea son suficientes para que se manifieste el
efecto luteotrdpico de la hormona y se mantenga la funcion lutea. (Greaves et al., 2001)
Después de la lutedlisis, al reducirse las concentraciones de progesterona desaparece la
retroalimentacion negativa, por lo que se acelera la frecuencia de secrecion de GnRH y se
incrementan gradualmente los niveles de LH, alcanzando un pico en su secrecion 24 horas
antes de la ovulacion, para provocar la maduracion final del foliculo preovulatorio (Ginther
et al., 2006).

4.1.3.1 Luteinizacion y formacion de la glandula lutea
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Al momento de la ovulacion, el foliculo disminuye su tamafio debido a la pérdida del fluido
folicular, llevando a cabo en pocas horas cambios estructurales y genomicos que
transforman a las células de la granulosa en células luteas (Stocco et al., 2007, Newcombe,
1997, Townson y Ginther 1989).

Muchos genes transitorios son rapidamente estimulados por el incremento de LH. El
fenotipo final de las células luteas depende de la combinacion especifica de genes que
codifican para proteinas reguladoras asi como de factores de transcripcion y proteinas
sefialadoras, que aseguran su expresion para la adecuada funcién celular lutea (Stocco et
al., 2007).

La luteinizacion también estd regida por los cambios en la expresion de proteinas
necesarias para la sintesis de progesterona, principalmente la proteina esteroidogénica de
regulacién aguda (StAR), el citocromo P450 y enzimas (CYP11A1) (Brown et al., 2007).
La formacion de la glandula lGtea no necesariamente resulta en una morfologia uniforme.
Algunas glandulas luteas se desarrollan homogéneamente sin la formacién de una cavidad
intra-lGtea, pero la mayoria forma un cuerpo hemorragico, que es una cavidad llena de
sangre y trasudado, que gradualmente disminuye de tamafio debido a la organizacion de
tejido conectivo asociado al proceso de coagulacion (Townson y Ginther., 1988, 1989). La
formacion del cuerpo hemorragico parece ser un evento azaroso, por lo que la morfologia
de las glandulas lateas que se forman en un determinado ovario en ovulaciones sucesivas es
muy variable. La presencia de una cavidad intraldtea no afecta la funcion de la glandula
lutea ni la duracion de la fase lutea (Ginther, 1992, Bergfelt y Adams., 2007, Townson et
al., 1989).

4.1.3.2 Conformacion de la glandula lutea
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Desde el punto de vista estructural, la glandula latea esta formada por células
esteroidogénicas, como las de la granulosa y las de la teca, y células no esteroidogénicas
como fibroblastos, células endoteliales y células inmunes. Después de la ovulaciéon, el
cuerpo lateo se forma partir de células residuales de la granulosa, las cuales se diferencian
en células lateas grandes, que se convierten en las principales productoras de esteroides.
Las células de la teca interna desempefian un pobre papel en la produccion de progesterona
y estradiol. No obstante estas células son las encargadas de sintetizar la mayor parte de
androgenos que seran aromatizados por las células de la granulosa (Stocco et al., 2007,
Gigli et al, 2006, Webb et al., 2002).

4.1.3.3 Regulacion de la funcion latea

La permanencia y funcion de la glandula lutea estan reguladas por mediadores estimulantes
(luteotrépicos) y mediadores inhibitorios (luteoliticos) (Aguilar et al., 2006). Las hormonas
luteotrdpicas son las responsables del crecimiento y la funcionalidad del tejido luteo. En
diversas especies actian como hormonas luteotrépicas la LH, la GH (hormona del
crecimiento), la prolactina, la oxitocina, la PGE2 (prostaglandina E2) y el IGF-I (factor de
crecimiento parecido a la insulina tipo 1) (Watson et al., 2005, Niswender et al., 2000).
Adicionalmente, en algunas especies se producen durante la gestaciébn hormonas
luteotrépicas de origen placentario. En la yegua, durante la gestacion temprana la eCG
estimula la funcion lutea durante todo el periodo funcional de las copas endometriales (dia
40 al 150 de la gestacion) (Daels et al., 1998, Squieres et al., 1974a, Squieres et al., 1974b).
En el caso de la yegua vacia en el dia 13 del ciclo estral (O=ovulacion) al estar ausente el

embrion se da la liberacion de prostaglandina F2-o. producida por el endometrio (Aguilar
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et al., 2006). La PGF, quien induce la regresion latea (Vanderwall et al., 1994, Watson,
1991) y suprime la secrecién de progesterona (Aguilar et al., 2006).

4.1.3.4 Sintesis de progesterona por las células luteas

La LH hipofisiaria estimula a las células luteas para producir progesterona (Sirios et al.,
1991). La progesterona se produce a partir de colesterol que en su mayor parte llega a la
célula lutea unido a lipoproteinas de baja densidad (LDL), las cuales son internalizadas
después de unirse a sus receptores en la membrana de la célula lGtea. Cuando la LH se une
a receptores especificos también localizados en la membrana plasmatica, activa a la
proteina G, que a su vez activa a la adenilato ciclasa que promueve la conversion del ATP
a AMP ciclico para activar a la enzima llamada proteina Kinasa (Senger, 2003). Esta tltima
enzima fosforila proteinas especificas dentro de la célula, lo que provoca una cascada de
efectos que resultan en el paso de colesterol al interior de la membrana mitocondrial
interna, donde reside el complejo enzimatico que transforma el colesterol en pregnenolona,
la molécula precursora de todas las hormonas esteroides. (Senger, 2003)

Para que el colesterol pueda entrar a la mitocondria, la cadena de eventos es iniciada por la
unién de la LH a su receptor que provoca la activacion de proteinas como la SCP (sterol
carrier protein) y la StAR, siendo esta ultima la responsable de la traslocacion del colesterol
al interior de la membrana de la mitocondria. Ya dentro de la mitocondria el complejo
enziméatico P-4504. corta la cadena lateral del colesterol para formar pregnenolona.
(Watson et al., 2000). La posterior transformacion de pregnenolona a progesterona es
mediada por la enzima 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa A°,A* isomerasa (33-HSD)
presente en el reticulo endoplasmico de la célula lGtea (Diaz Chico, 2004).

4.1.3.5 Funciones de la progesterona
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La progesterona es la hormona de mayor importancia en el control endocrino de la
reproduccion, ya que es la encargada de realizar la retroalimentacion negativa sobre la LH
hipofisaria (Ginther et al., 2006). La época del afio también influye sobre los niveles
sistémicos de progesterona, ya que se produce una disminucion en las concentraciones de
LH durante el diestro de yeguas que se encuentran proximas a la época anovulatoria
(Nagy et al., 2004).

Durante la fase folicular las concentraciones de progesterona permanecen basales y se
comienzan a incrementar entre los dias 1-5 postovulacién. En caso de ocurrir ovulaciones
dobles habrd mayores concentraciones de progesterona, que se mantienen hasta la
lutedlisis funcional (Ginther et al., 2008, Niswender et al., 2000).

En la mayoria de los mamiferos la progesterona es esencial para el mantenimiento de la
gestacion. Dependiendo de la especie puede ser producida por el ovario y/o la placenta
(Ousey et al., 2005).

La progesterona es la principal hormona ovarica necesaria para la viabilidad del embrién y
la funcién de algunas proteinas uterinas especificas, ademas que participa en el
reconocimiento de la gestacion. Los érganos blanco de accion de esta hormona son el
aparato reproductivo, glandula mamaria y el eje hipotalamo-pituitario-gonadal. EIl Gtero
presenta dos ejidos blanco: el glandular del endometrio y el muscular del miometrio
(Mckinnon et al., 1988, Kastelic et al., 1987).

La progesterona parece ejercer la mayoria de sus efectos a traves de la regulacion directa de
la transcripcion de genes por medio de receptores nucleares especificos que actian como
factores de transcripcion inducibles por su ligando. La unién de la progesterona con dichos
receptores resulta en la translocacion del complejo hormona-receptor al nicleo celular y su

unién a elementos especificos de respuesta que resultan en la activacion de la transcripcion
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del DNA de genes especificos. Para la produccién de receptores de progesterona, se
requiere una exposicion previa a los estrogenos en el aparato reproductor (Niswender et al.,
2000).

En las yeguas la progesterona es producida por el tejido luteo durante los primeros 150
dias de la gestacion. Adicionalmente, a partir del dia 80 de la gestacién la unidad
fetoplacentaria sintetiza 5o-pregnanos (P5) hasta el término de la gestacion (320-345dias)
(Ousey et al., 2005).

4.1.3.6 Vascularidad de la glandula lutea

El desarrollo de capilares a partir de los vasos sanguineos existentes resulta esencial para el
desarrollo y funcién del cuerpo luteo (Stocco et al., 2007). Existe una estrecha relacion
entre el aporte sanguineo a la glandula litea y las concentraciones de progesterona
circulante (Ginther et al., 2007, Bollwein et al., 2002). El aporte sanguineo existente en la
glandula lutea es de 30 ml/min/gr de tejido, que es mucho mayor con respecto a otros
organos (Wiltbank., 1994).

Poco después de la elevacion preovulatoria de la LH, las primeras células vasculares en
invadir el parénquima lGteo son los pericitos, células de tejido conectivo que provienen de
las células de la tecay que dan soporte a los capilares (Stocco et al., 2007). La LH induce
la expresion de los factores de crecimiento endotelial (VEGF) y sus receptores en foliculos
preovulatorios. Dichos factores vasculares tienen un efecto mitogénico en las células
endoteliales del cuerpo luteo, especialmente durante los primeros instantes de su formacion
(Charnock-Jones y Smith., 1998). Las células endoteliales forman cerca del 50% del tejido
luteo (Wiltbank., 1994) y cada célula lutea esta en contacto directo con muchos capilares

(Stocco et al., 2007). La gran vascularidad de esta glandula ademas de llevar progesterona
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a la circulacion sistémica sirve también para llevar nutrientes, hormonas y permear
proteinas, colaborando asi con el aporte de sustratos para la biosintesis de progesterona y
para la secrecion de otras hormonas esteroides (Stocco et al., 2007, Bollwein et al., 2002,
Wiltbank., 1994). La glandula lutea presenta su mayor aporte sanguineo alrededor del dia
10 postovulacion, y al final de la fase lutea se da una disminucién en el volumen de los
capilares luteos lo que coincide con la disminucion del aporte sanguineo a la glandula lutea,
marcando la luteolisis estructural (Ginther et al., 2007).

4.1.3.7 Lutedlisis

En caso de que no ocurra una gestacion la glandula lutea sufre un proceso llamado
lutedlisis para dar inicio a un nuevo ciclo estral (Stocco et al., 2007). EIl término de la fase
lutea da inicio con la liberacion de la prostaglandina F2a.. Este factor luteolitico es liberado
por el endometrio entre los dias 13 y16 post ovulacién (Alamo et al., 2008, Aguilar et al.,
2006, Sharp et al., 1984). Como consecuencia de la de la lisis del cuerpo luteo las
concentraciones de progesterona caen a menos de 2ng/ml en las siguientes cuatro horas
(Carluccio et al., 2008), considerandose esto como una lutedlisis funcional que precede a la
regresion estructural de la glandula lutea, la cual es acompafiada por cambios en el aporte
sanguineo, infiltracion de leucocitos y muerte de las células esteroidogénicas y endoteliales
por mecanismos apoptéticos y no-apoptoéticos (Aguilar et al., 2006). El cuerpo ldteo de las
yeguas muestra una mayor afinidad por la PGF2 que el de otras especies, (Carluccio et al.,
2008, Utt et al., 2007)

La oxitocina también contribuye a la lute6lisis por que al actuar en sus receptores uterinos

provoca la secrecion de PGF2a (Utt et al., 2007, Handler et al., 2004). Durante la luteolisis
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se presentan varios pulsos de PGF2a para lograr la supresion permanente de la funcién
lutea (Handler et al., 2004).

4.2 EVALUACION ULTRASONOGRAFICA DE LA GLANDULA LUTEA

El estudio del aparato reproductor de la yegua por medio del ultrasonido ha sido utilizado
para visualizar, estudiar y lograr una mejor comprension de los eventos fisioldgicos y
patoldgicos implicados con la reproduccion equina. En el caso de la glandula litea la
ultrasonografia ha permitido estudiar su formacion y lisis tanto en el ciclo estral como en la
gestacion. A la ultrasonografia se evallan caracteristicas como la ecogenicidad, didmetro y
con el ultrasonido doppler a color es posible observar el flujo sanguineo (Ginther et al.,
2007, Bergfelt y Adams, 2007, Bergfelt et al., 2006, Sevinga et al., 1999, Bergfelt et al.,
1989, Townson y Ginther 1989). La ecogenicidad es determinada por la asignacion de una
escala de grises, siendo que los valores bajos estan representados por imagenes obscuras
(anecoicas) y poco tejido ecogénico; mientras que los valores altos estan representados por
imagenes blancas (ecogénicas) y mas tejido ecogénico. La mayor vascularidad y
produccion de progesterona coincide con una apariencia justo a la mitad de la escala de
grises (Bergfelt y Adams 2007, Pierson y Ginther 1985). La determinacion del didmetro de
la glandula debe calcularse como el promedio de dos mediciones perpendiculares, este
didmetro promedio también tiene una relacion directa con la cantidad de progesterona
secretada (Bergfelt y Adams 2007, Bergfelt et al., 1989). Para medir la vascularidad es
necesario un ultrasonido doppler a color, que muestra en colores el flujo sanguineo, el cual
también esta directamente relacionado con la produccion de progesterona (Ginther et al,

2007). Por todo lo anterior las caracteristicas ultrasonograficas de la glandula latea pueden
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ser de utilidad para evaluar su edad y funcionalidad durante el ciclo estral y durante la
gestacion (Ginther et al., 2007, Bergfelt y Adams 2007, Bergfelt et al., 1989).

4.3 TERMINOLOGIA DE LA GLANDULA LUTEA

El cuerpo lateo primario es aquel que se origina como resultado de una ovulacion durante
la fase folicular del ciclo estral. El cuerpo Iuteo secundario se origina de ovulaciones
ocurridas durante la fase latea (ovulaciones de diestro), 0 mas comUnmente durante la
gestacion temprana. Mientras que los cuerpos luteos accesorios se originan de foliculos
anovulatorios que se luteinizan durante la gestacion temprana. Tanto a los cuerpos IUteos
secundarios como a los accesorios se les denomina también cuerpos IUteos suplementarios.
Los cuerpos hemorragicos son estructuras transitorias que se forman posteriormente a una
ovulacion para formar los cuerpos lGteos primarios o secundarios. Al final de su vida
funcional, después de que el cuerpo luteo sufre regresion quedara una pequefia cicatriz
Ilamada cuerpo albicans. (Ginther 1992).

A continuacion se muestra un cuadro con la terminologia de la glandula lutea.

TERMINOLOGIA DEL CUERPO LUTEO DURANTE EL CICLO ESTRAL Y

GESTACION TEMPRANA

ESTRUCTURA LUTEA DEFINICION
Cuerpo lateo primario Resultado de ovulaciones simples o
multiples, dentro de la fase folicular.
Cuerpo lateo secundario Resultado de ovulaciones dentro de la

fase lutea (ovulaciones de diestro) 0
gestacion temprana
Cuerpos llteos accesorios Resultado de la luteinizacion de
foliculos anovulatorios, durante la
gestacion temprana

Cuerpo lateo suplementario Incluye secundarios y accesorios
durante la gestacion temprana
Cuerpo hemorréagico Acumulo de liquido y tejido de

remodelacion en la luteinizacion
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Cuerpo albicans Remanente del cuerpo lGteo

Figura 1. Adaptada de Ghinther, 1992.

4.4 FISIOLOGIA DE LA GESTACION TEMPRANA

Entre el dia 6 y 7 postovulacion el embrién equino atraviesa el oviducto y llega al Gtero a
través de la papila utero-tubal. Durante el transporte por el oviducto, el embridén que se
encuentra en estado de morula secreta PGE2, para relajar las fibras del musculo liso del
oviducto, lo que permite su paso hacia el cuerno uterino (Allen, 2001). En cambio, si el
ovulo no es fertilizado, al no producir PGE2 no puede ser transportado hasta el Gtero y
queda retenido en el oviducto. ElI embrion llega al Utero en etapa de blastocito y poco
después comienza una expansion relativamente rapida que resulta en el adelgazamiento y
pérdida de la zona pellcida. Sin embargo, el embrion equino no queda desnudo al salir de
la zona pelucida, ya que durante la formacion del blastocito se deposita entre el trofoblasto
y la zona pellcida una capsula rica en glicocalix que permanece rodeando al embrién hasta
el dia 25 o 26 de la gestacion. Durante este periodo la capsula evita su elongacion y le
confiere elasticidad y resistencia contra las contracciones uterinas ejercidas sobre él (Allen,
2001).

4.4.1 RECONOCIMIENTO MATERNO DE LA GESTACION

El reconocimiento materno de la gestacién permite a la hembra gestante alargar la vida de
la glandula latea y asegurar su funcion secretora mas alla de su periodo de vida en un ciclo
sin gestacion. Esto permite mantener un estado progestacional correcto para el
mantenimiento de la gestacion.

Alrededor del dia 13 postovulacion la secrecion pulsatil de PGF,a. no ocurre en aquellas
yeguas que presentan un embrién viable (Allen, 2001, Ginther, 1992), el cual promueve la
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expresion de factores indirectos como la PGE2 y la enzima PGSH2 que colaboraran en la
continuidad de la funciéon latea (Ealy et al., 2009, Watson y Sertich, 1990). El
reconocimiento de gestacion comienza en el dia 8 post-ovulacién, cuando el embrion se
mueve completamente libre en el lumen uterino, impulsado por contracciones peristalticas
del miometrio, las cuales son promovidas por la PGE2 secretada por el embrion. De esta
forma, el embridn recorre muchas veces cada parte del lumen uterino, moviéndose desde un
cuerno hasta el otro de 10 a 20 veces por dia (Ginther, 1998, Griffin y Ginther 1990). En el
dia 16 de la gestacion el embrion deja de moverse, debido a que aumenta el tono
miometrial. Lo que inmoviliza y fija la vesicula embrionaria a la base de uno de los cuernos
(Ealy et al., 2009, Allen, 2001, Ginther, 1998). EL embrion produce tanto PGE2 como
PGF2a durante el reconocimiento materno de la gestacién. Estos factores parecen tener un
papel indirecto en el mantenimiento de la funcion del cuerpo lGteo, a través de la las
contracciones uterinas que promueven la migracion del embrion para lograr que el factor
antiluteolitico secretado por el embrién se ponga en contacto con las células endometriales,
en las que promueve una alteracion en la expresion de la enzima sintetasa de

prostaglandinas tipo 2 (PGHS2) (Ealy et al., 2009).

4.4.2 FUNCION LUTEA DURANTE LA GESTACION TEMPRANA

En la mayoria de los mamiferos la lutedlisis es bloqueada cuando esta presente un embrion
viable (Ginther, 1998; Ealy et al., 2009). Como se mencion0 anteriormente, la oxitocina
juega un papel importante en la lutedlisis, pero en la yegua gestante en el dia 14 de la

gestacion existe una mucho menor concentracion de receptores para oxitocina que los que

20



se desarrollan en un ciclo estral normal, lo cual es debido a la sefal anti-luteolitica

producida por el embrion (Ealy et al., 2009).

4.4.3 ENDOCRIONOLOGIA DE LA GESTACION

La gestacion temprana se caracteriza por tener bajas concentraciones de LH debido a la
retroalimentacion negativa ejercida por la progesterona. Sin embargo, la secrecion de FSH
continta de manera bifasica, lo que promueve el desarrollo de foliculos dominantes que no
Ilegan a ovular (Miller et al., 1980, Gigli et al., 2006).

Debido a la gran afinidad de la LH por sus receptores lteos, permite que la glandula litea
primaria se mantenga viable pese a las bajas concentraciones de LH circulante durante el
diestro y la gestacion temprana (Holtan et al., 1975). Durante los primeros 35 dias de la
gestacion la funcidn latea es mantenida principalmente por la LH materna, lo que continua
siendo cierto hasta la resurgencia de la glandula lutea primaria que es interpretada como la

segunda respuesta lGtea a la gestacion (Ginther, 1992).

4.4.4 RESURGENCIA DE LA GLANDULA LUTEA PRIMARIA

En yeguas gestantes las concentraciones de progesterona circulantes disminuyen
gradualmente entre el dia 12 y 30 post-ovulacion, recuperandose significativamente a partir
del dia 35 debido a la estimulacién ejercida por la gonadotropina coridnica equina (eCG), la
cual es producida en altas concentraciones por las copas endometriales en gestaciones
equinas desde el dia 35 hasta el dia 120-150 de la gestacion, cuando las copas
endometriales son rechazadas inmunolégicamente por la madre. Durante todo este periodo

la eCG tiene la capacidad de estimular a la glandula IGtea primaria, lo que se refleja en un
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de progesterona y de su diametro (Ginther, 1992, Bergfelt et al., 1989, Squires et al.,
1974b).

4.4.5 GLANDULAS LUTEAS SUPLEMENTARIAS

A partir del dia 40 de la gestacion la secrecion de eCG estimula la formacion de glandulas
luteas secundarias que se convierten en fuentes adicionales de progesterona (Bergfelt et al.,
1989) que persisten hasta los 150 dias de la gestacion, cuando la placenta ya esta lo
suficientemente desarrollada para encargarse de mantener la gestacion exitosamente
(Ginther, 1992, Martin et al., 1989 , Bergfelt et al, 1989, Squires et al.,1983). Se ha
comprobado que las glandulas luteas secundarias no se presentan en todas las gestaciones y
su desarrollo en el tiempo es extremadamente variable, lo que sugiere que no son
indispensables para mantener la gestacion (Ginther, 1992). Para lo que se han encontrado
gestaciones que se mantienen solamente con la glandula latea primaria, especialmente si
fueron yeguas servidas al final de la época ovulatoria, cuando el pobre desarrollo folicular

no permite la formacidn de estructuras luteas. (Bergfelt y Adams, 2007).

4.4.6 COPAS ENDOMETRIALES

El trofoblasto equino esta dividido en dos componentes: uno de caracter invasivo, y otro no
invasivo. Entre el dia 25 y 35 post-ovulacion se desarrolla un discreto engrosamiento de
células del trofoblasto que forman un anillo en la regién ecuatorial de la superficie exterior
del corion, rodeandolo a la altura del sitio de contacto entre el saco vitelino en regresion y
el alantoides en crecimiento. Esta estructura, llamada cinturon corionico (Allen y Moor,
1972), contiene pliegues que aumentan en nimero y se proyectan hacia el interior de las
vellosidades uterinas. Este espacio se llena de material extracelular que sirve de adherencia

entre las superficies corionica y uterina (Allen et al., 1973)
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A partir del dia 36-38 las celulas del cinturon corionico se desprenden y adquieren
propiedades invasivas para incrustarse en el endometrio, destruyendo a las células
epiteliales glandulares y eliminando su membrana basal para invadir el estroma endometrial
y asi dar lugar a la formacion de las copas endometriales responsables de la secrecién de
eCG (Thway et al., 2001). En el dia 40 ya estan establecidas en el endometrio. A partir de
este momento se detiene la invasion de nuevas células, pero las que ya estan establecidas
contintan proliferando hasta formar protuberancias macroscopicas llamadas copas
endometriales (Murphy y Martinuk., 1991). Histolégicamente cada copa esta formada por
un paquete compacto de células epiteliales grandes y binucleadas, entremezcladas
ocasionalmente con vasos sanguineos y situadas en la porcién basal de las glandulas
endometriales, mientras que las porciones apicales son obliteradas durante la invasion del
cinturdn coridnico (Allen, 2001). Inicialmente las copas endometriales son circulares y de
tamafo pequefio (1-2 mm de didmetro), pero crecen continuamente hasta alcanzar su
maximo tamafio y su maxima capacidad secretora entre los dias 60-70 de la gestacion
(Allen, 2001).

El desarrollo de las copas endometriales y la cantidad de eCG que secretan depende en
entre otras cosas de la configuracion del endometrio al momento de ser invadido (Allen,
2000), del genotipo del embrion y de la compatibilidad inmunolégica entre los tejidos del
embridn y los de la madre (Knobil y Neil, 1998).

La introduccion de células especializadas del trofoblasto en el endometrio materno tiene
implicaciones tanto endocrinolégicas como inmunologicas para el mantenimiento de la
gestacion. Las células endometriales de las copas secretan una hormona glicoprotéica de
alto peso molecular, llamada gonadotropina corionica equina (eCG) (Allen, 2001). La eCG

se une a los receptores para LH en el ovario, pero con una afinidad diez veces menor. Esta
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diferencia se debe a diferencias en la composicion de carbohidratos entre la LH y la eCG
(Stewart y Allen, 1981). A partir del dia 40 de la gestacion equina las concentraciones de
eCG en el suero materno aumentan rapidamente de 20 hasta 300 Ul/ml, después declinan
con la degeneracion de las copas endometriales entre los dias 120 y 150 de la gestacion.
Las células del cinturon corionico de origen fetal y su secrecion de eCG son necesarias
para el incremento de las concentraciones de progesterona (Allen y Moor, 1972). Durante
este periodo la eCG provoca la ovulacion y/o luteinizacion de los foliculos provenientes de
las oleadas foliculares en el ovario. Ademas de estimular la produccion de progesterona, la
eCG provoca un incremento en la secrecion de andrdgenos, y estrogenos conjugados
secretados por la glandula latea (Allen, 2001, Daels et al., 1996), con lo que asume un
papel primordial en la regulacién de la esteroidogénesis lutea. Ocurre un segundo
incremento en la secrecion de dichas hormonas entre los dias 70 y 80, atribuyéndolo a la
unidad feto-placentario (Allen, 2001).

Las células invasivas del cinturdn coriénico expresan altas concentraciones del Antigeno de
Histocompatibilidad Clase 1 (MHC-1) de origen paterno, el cual es capaz de estimular una
gran respuesta humoral y celular por parte del sistema inmune de la madre, de tal manera
que entre el dia 50 y 54 de la gestacion comienzan a aparecer anticuerpos linfo-
citotoxicos en contra de las copas endometriales. Dichos anticuerpos persisten en
gestaciones posteriores en las yeguas servidas con el mismo semental (Allen, 2001).

Para el dia 120-150 en la mayoria de las yeguas las copas endometriales estan
completamente necroticas y separadas de la superficie del endometrio (Allen, 2001).
Mientras para el caso de las yeguas servidas con burro, el cinturdn coriénico que se
desarrolla es mas estrecho y menos desarrollado. Aparentemente esta diferencia es causada

por la impronta gendmica de los genes que controlan el desarrollo del cinturon coridnico.
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Se ha observado que existe un papel dominante del medio del utero en el desarrollo de las
copas endometriales (Allen 2000, Enders et al., 1996). Allen et al, (2001) han observado
que en yeguas a las que se les ha transferido un embrion burro el cinturén coriénico no se
desarrolla de manera adecuada, por lo que la invasion de las células coridnicas al
endometrio materno no se lleva a cabo. En otro trabajo el mismo autor realizo la biparticion
de un embrion mular, transfiriendo un hemi-embrion a una yegua y otro a una burra,
obteniendo resultados contrastantes. En el caso de la gestacion de la yegua se desarrollé un
cinturén delgado que originaba copas endometriales pequefias con poca secrecion de eCG,
mientras que en la gestacion de la burra se desarrollo un cinturon corionico ancho, con
copas endometriales anchas y grandes que secretaban altas concentraciones de eCG. En las
gestaciones hibridas de burro con yegua los leucocitos de la madre comienzan a atacar a
las células endometriales desde el dia 50 de la gestacion, por lo que para el dia 60 ¢ 70 han
sido completamente destruidas, debido a los antigenos de histocompatibilidad que posee el
embrion mula (Allen, 1984).

Debajo de cada copa endometrial se forman cavidades linfaticas en las que comienzan a
concentrarse linfocitos CD4 y CD8, junto con células plasmaticas, macrofagos y
eosinofilos que se depositan en la periferia del estroma de la copa. Entre los 70 y 80 dias las
copas endometriales empiezan a degenerarse debido a la muerte de sus propias células y
también por la infiltracién de leucocitos que empiezan a invadir las copas endometriales
hasta destruirlas. Las copas endometriales se hacen péalidas y con apariencia caseosa,
debido al reestablecimiento paulatino de las glandulas endometriales, el acumulo de
material exocrino secretorio es liberado y mezclado con los restos de las células necroticas,

en un coagulo rico en actividad de eCG (Allen, 2001).
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4.5 GESTACION MULAR

Las diversas especies de équidos poseen la capacidad de reproducirse unas con otra, dando
como resultado generalmente una progenie hibrida infértil. En la mula es clara la expresion
de los dos fenotipos parentales, en tanto que los genotipos fetales tienen una marcada
influencia en el desarrollo de la placenta, especialmente en el desarrollo del cinturdn
corionico (Allen y Short, 1997).

Las mulas se han usado en trabajos donde se necesita alta capacidad de resistencia, por lo
que basado en estas caracteristicas, las mulas se parecen mucho mas a los burros que a las
yeguas. En cambio el hibrido burdegano, que se obtiene de la cruza de una burra con un
garafion es mas parecido al caballo. Las observaciones hechas desde hace mucho tiempo
indican diferencias en la expresion de los genomas paternos y maternos en los mamiferos
(Konyukhov y Platonov, 2001).

En yeguas que llevan gestaciones mulares, la reaccion inmunitaria en contra de las copas
endometriales se caracteriza desde el principio por una infiltracion masiva de linfocitos
alrededor de las copas endometriales, lo que interfiere con la formacién normal de las
mismas Yy resulta en un rechazo inmunolégico prematuro, por lo que las concentraciones de
eCG se reducen en forma muy prematura y en ocasiones ni siquiera llegan a elevarse, por
lo que este tipo de gestacion se mantiene sin la necesidad de eCG (Boeta y Zarco, 2005).
No obstante, Boeta (2008), observaron ovulaciones suplementarias con este mismo modelo
experimental, aunque es un hecho que en yeguas servidas con caballo el promedio de
cuerpos luteos que se acumulan a lo largo de las gestacion es significativamente mayor

(2.9 CL) que el de yeguas servidas con burro ( 2.2 CL). (Boeta, 2008)
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4.6 PROGESTAGENOS EXOGENOS

El suplemento con progestagenos en las yeguas se ha vuelto una practica comun en la
industria equina. El altrenogest es el progestageno mas utilizado. Se administra a una dosis
de 0.044mg/kg de peso por via oral (Hodgson et al., 2005). Este producto hormonal es
utilizado ampliamente en el manejo reproductivo del equino para acortar la época de
transicion primaveral, para suprimir la conducta estral, para sincronizar estros, retrasar la
ovulacion, transferir embriones y para mantener gestaciones con riesgo de aborto
(Vanderwall y Newcombe, 2007, Squieres, 1993, Shoemaker et al., 1989, Wiepz et al.,
1988, Hinrichs et al., 1986, Luliano and Squires, 1986, Squires et al., 1979). Se han
reportado tratamientos con altrenogest a diferentes dosis (0.044 mg/kg, 0.088 mg/kg) para
provocar una disminucion en la secrecion de la oleada de LH, alterando su pico
ovulatorio (Denniston et al., 2006, Lee, 2003, James et al., 1998, Jasko et al., 1993).

En el caso de yeguas en transicion, durante la aplicacion del tratamiento se ha observado
que el crecimiento folicular es inhibido y la hormona luteinizante (LH) contenida en la
pituitaria aumenta, obteniéndose un rebote en la secrecién de dicha gonadotropina al
suspender el tratamiento (McCue et al., 2001, Squires, 1993, Squires et al., 1983, Squires et
al., 1979).

Para determinar el efecto del altrenogest en el mantenimiento manutencion de las
gestaciones tempranas, Voller et al, (1991) suprimieron la funcién ldtea por medio de una
prostaglandina natural y administraron altrenogest diariamente desde el dia 4 post
ovulacion hasta el dia 85 de la gestacion, observando que todas las yeguas tratadas
mantenian la gestacion a pesar de la ausencia de la glandula latea primaria. También
observaron que las ovulaciones secundarias y/o suplementarias ocurrian entre los 32 y 85

dias de la gestacion, con un subsecuente aumento en las concentraciones plasmaticas de
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progeterona (Voller et al; 1991), las cuales no eran afectadas por la secrecion de eCG
(Jackson et al., 1986). En otros estudios en los que se utilizé altrenogest durante toda la
gestacion se observo que no altera la longitud de esta, asi como tampoco el desarrollo del
embrion, el peso de la placenta ¢ la incidencia de retencidn placentaria, provocando solo
una ligera masculinizacion del clitoris para el caso de las potrancas (Ball et al., 1992,

Shoemaker et.al., 1989).
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Localizacion

El presente estudio se realiz6 en el antiguo Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension
en Produccion Agricola y Ganadera (CEIEPAG) de la FMVZ, ubicado en el kilometro 2.5
de la carretera Chalco-Mixquic, Chalco, Estado de México.

5.2 Animales y grupo experimental

Se evaluaron 24 yeguas clinicamente sanas, con un rango de edad entre los 5 y 10 afios, un
peso promedio de 280 kg y una condicion corporal entre 2.5y 3.5 en una escalade 0 a 5
(Martin-Rosset, 1993). Los animales se mantuvieron con alimentacion a base de heno de
avena, heno de alfalfa y concentrado.

A cada yegua se le realiz6 un examen fisico general para descartar cualquier enfermedad,
asi como un examen ginecologico completo para confirmar su salud reproductiva.
Diariamente se detectaron estros por medio de un macho recelador. Las yeguas que
mostraban interés al semental se examinaban a través de palpacion rectal y ultrasonografia
para determinar el grado de desarrollo folicular y programar el servicio lo mas cercano a
la ovulacion. Se recolecté semen de burro de la raza Kentucky por medio de una vagina
artificial modelo Missouri, y posteriormente se inseminaba en fresco (Boeta y Zarco, 2000).
A partir del servicio se realizd tres veces por semana la medicion de la glandula lGtea,
determinando su diametro mediante la obtencién de un promedio de dos mediciones, la
primera hecha en el didmetro mayor de la glandula, y la segunda realizada en forma
perpendicular a la primera. A partir de los 12 dias post-ovulacion se realizé el diagndstico
de gestacion, continuando con la revision de la glandula latea y la viabilidad del embrion.

Para realizar las evaluaciones ultrasonogréaficas de la glandula Idtea y las gestaciones se
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utiliz6 un equipo de ultrasonido de tiempo real Aloka 210 con transductor lineal transrectal
de 5Mhz.

A partir de los 35 dias de la gestacion las yeguas fueron divididas al azar en dos grupos: 11
yeguas en el grupo experimental y 13 yeguas en el grupo testigo. A las yeguas del grupo
experimental se les administro altrenogest a una dosis de 0.088 mg/kg/dia, que es el doble
de la dosis normal, lo cual garantiza la supresion de la secrecion de LH hipofisiaria (James
et al., 1998). El tratamiento diario con altrenogest se mantuvo hasta el dia 70 de la
gestacion. Al grupo testigo no se le administré ningln tratamiento durante la gestacion.

DIAGRAMA DEL EXPERIMENTO

Grupo con altrenogest (0.088mg/kg diarios) del dia 35 al 70 de gestacién.

Diacero = Ovulacion
1 ———» Primer medicidon de la glandula lGtea

Dia6 = Primer muestra de suero ———— Semana uno

Dia12 = Dx Gx Dos muestras de suero semanales
Tres mediciones cada semana

v

Dia 35 = Inicia Tx Semana cinco

Dia 70 = Finaliza Tx Tres muestras de suero semanales

v

Dia 120 = Ultima muestra de suero ——»Semana diecisiete <
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Grupo testigo
Diacero = Owulacién

Dia12=Dx Gx » Semana dos — Primer medicion dela glandula lotea

Dia 30 =Primer muestra de suero — Semana cinco

Tres muestras de suero semanales Tres mediciones cada semana

Dia 120 = Ultima muestra de suero —— Semana Giecisiete

Fig. 5.1 En el diagrama se muestra el flujo de las actividades realizadas con el grupo
experimental (altrenogest) y el testigo. (Dx Gx = Diagnostico de gestacion, Tx = Tratamiento con
altrenogest)

5.3 Muestreo sanguineo y procesamiento de muestras

Se recolectaron muestras de sangre dos veces por semana desde el 6° dia post-ovulacion
hasta los 35 dias de la gestacion. A partir de este momento se comenzd a muestrear tres
veces por semana hasta el dia 120 de la gestacion. Las muestras se obtuvieron mediante la
puncidén yugular utilizando tubos al vacio con gel activador de la coagulacién. El suero se
separo del paquete celular mediante centrifugacion a 3,000 rpm durante 10 minutos, para
conservarse a -20°C, hasta el momento de realizar las determinaciones hormonales en el
departamento de reproduccion de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
UNAM.

Las concentraciones de progesterona se determinaron con un radioinmunoanalisis de fase

s6lida (Coat-A-Count® Progesterona, Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA.,
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USA\) con una sensibilidad del 0.1 ng.ml™ y coeficientes de variacion intra e interensayo
del 4y 7 % respectivamente (Pulido et al., 1991).

5.4 Anélisis estadistico

Desde la ovulacion hasta los 35 dias se realiz6 una prueba de Anova de una via para
detectar diferencias entre semanas con respecto a las concentraciones de progesterona y el
didmetro de la glandula lutea. Para establecer una relacion entre el didmetro de la glandula
lutea y la secrecion de progesterona se realiz6 un andlisis de regresion lineal en el que la
progesterona actud como factor dependiente y el didmetro de la o /las glandulas lateas fue
tanto para el grupo testigo como para el grupo experimental.

A partir de los 35 dias y hasta el dia 120 de la gestacion se realiz6 un andlisis de varianza
en un disefio de mediciones repetidas con la finalidad de encontrar diferencias en las
concentraciones plasmaticas de progesterona y didmetro de la glandula lutea entre los
grupos, y en el caso de que fuera asi se realizaron pruebas pos doc. (t de student). Los
supuestos de normalidad y heterogeneidad de varianza fueron probados en todos los casos.
Todos los analisis fueron realizados en el programa JMP (version 6).

Para evaluar el efecto del tratamiento sobre la formacion de las glandulas ldteas, se evalud
con una prueba de G. Para evaluar la probabilidad de la formacion de la glandula lutea
entre el tratamiento y el grupo experimental se utilizé la prueba de Riesgo proporcional
Cox. Los andlisis se realizaron en el programa R (2.5.1) (R Develpment Core Team 2007).
R develpment core team. 2007. R: a language and environment for statistical computing. R

foundation for statistical computing. www.R-proyect.org.
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6. RESULTADOS

En la figura 6.1 se muestran las concentraciones plasmaticas de progesterona de acuerdo al
numero de glandulas luteas que aparecieron en la gestacion. Para el grupo experimental, se
observa una tendencia a incrementarse las concentraciones de progesterona entre los dias
49 a 77, cuando existian dos glandulas luteas, a diferencia de cuando solo se presentaba
una sola. Sin embargo, las diferencias no fueron estadisticamente significativas (F = 0.377;
P =0.098). En el grupo testigo no se evaluaron las diferencias debido a que solo existia una

hembra con cuatro glandulas y otra con tan solo una.

Experimental
30 - S :
—a— Yeguas una glind ula hitea (n=11)
—o—  Yeguas dos glind ulas hiteas (n=6)
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Dias de gestacion
Testigo
30 -
& Yeguas una glind ula hitea (n=13)
—o—  Yeguas dos glind ulas hiteas (n=13)
25 —a—  Yeguas con ires glind ulas hiteas (6)
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Figura 6.1 Concentraciones de progesterona en gestaciones con embrion mula, que durante el periodo de
estudio acumularon 2,3 6 4 glandulas liteas. Las barras representan la media + el error estandar. La flecha
indica el dia promedio de la aparicion de la primera glandula lGtea accesoria. La zona sombreada representa la
duracién del tratamiento.
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En la figura 6.2 se muestra el porcentaje de glandulas luteas secundarias que aparecieron
durante la administracion del progestageno (35-70 dias de gestacion).Se observa que en el
grupo experimental tan solo el 18% de las yeguas formaron por lo menos una glandula

lutea accesoria, mientras que en el testigo lo hizo el 84% de los animales.

FORMACION DE LA GLANDULA LUTEA
SECUNDARIA ENTRE EL DIiA 35-70

GRUPO EXPERIMENTAL GRUPO TESTIGO

= Sanla form acan de la = Snk forma conde

O awhids Watva el Idea
ju—— ahina
Forma con dela Formaconde
o ks Wi phirchka litea

eousdaria snaslina

Figura 6.2 Porcentaje de aparicion de la glandula Idtea secundaria durante el periodo que se administro el
altrenogest.

En la figura 6.3 se muestra el numero de glandulas lateas acumuladas para ambos grupos,
destacando que en el grupo experimental acumulé tan solo dos, mientras que el testigo

acumuld hasta cuatro.

Numero de glandulas lateas

— q: e restigo
-,
4

Yeguas
ON DO
1

' ' ' Experimental
1 2 3

Glandulas luteas

Figura 6.3 Numero de yeguas que acumularon 1,2, 3 6 4 glandulas ltteas durante los primeros 120 dias de
gestacion.
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La figura 6.4 muestra el diametro promedio de la glandula y las concentraciones de
progesterona registradas en las yeguas desde el 7° dia postovulacion hasta el dia 35 de la
gestacion, momento en el cual comenzo el tratamiento con progestagenos. No se
encontraron diferencias estadisticas en el diametro promedio entre semanas durante este
periodo (F = 1.297; P = 0.283). En el caso de las concentraciones de progesterona,
alcanzaron sus méaximas concentraciones en el dia 14 de la gestacion (F = 4.09; P = 0.006).

Glandula lutea y progesterona al dia 35

L
J

2]

Diametro (imm)

o

a (ng/ml)
"

Progesteron
o0
L

T T T T
7 14 =1 =8 3s

Dias de gestaciéon

Figura 6.4 Didmetro promedio de la glandula ldtea y concentraciones de progesterona presentadas entre los 7
y 35 en yeguas gestantes con embrion mula. Las barras representan el error estandar.
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En la figura 6.5 se observan las concentraciones promedio de progesterona del grupo
experimental y el grupo testigo desde el dia 35 hasta el 120 de la gestacion, las cuales no
fueron estadisticamente diferentes entre grupos en ninguna semana ((P= 0.129). Las
concentraciones de progesterona en el grupo experimental y testigo comenzaron a elevarse
a partir del dia 35, alcanzando su pico de secrecion en el dia 56 (13.30 ng/ml) y 49 (11.08
ng/ml) respectivamente.

Progesterona al dia 120

16 - -

T T —&— Grupotestigo
7 ~-0- Grupo experimental
12 -

10 1

Progesterona (ng/ml)
@
1

0 T L Ll L} T 1 L) L L) L) L) L L]

35 42 49 56 63 70 77 84 91 98 105 112 120

Dias de gestacion

Figura 6.5 Concentraciones de progesterona del dia 35 al 120 de la gestacion en yeguas gestantes con feto
mula, tratadas o sin tratar con altrenogest. Las barras representan la media * el error estandar. La zona
sombreada representa la duracién del tratamiento con altrenogest. Las diferencias entre grupos no son
significativas (p>0.05).
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En la figura 6.6 se presentan por separado las concentraciones de progesterona de cada
grupo con el objeto mostrar las comparaciones entre semanas del mismo grupo. Se
encontraron diferencias significativas entre los dias de gestacion en ambos grupos (P
< 0.0001). En el grupo testigo se observa que las concentraciones de progesterona
alcanzan su maximo nivel en dia 49 para después descender paulatinamente. En el dia
49 las concentraciones son significativamente mayores (p<0.05) que en el dia 35 y
que después del dia 70, siendo estas ultimas mayores a las encontradas a partir del dia
91 . En el caso del grupo experimental las concentraciones maximas se encuentran en

el dia 49 y 56, siendo mayores a las encontradas en el dia 91.
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Figura 6.6 Concentraciones de progesterona en Yyeguas gestantes con feto mula, tratadas o sin tratar con
altrenogest. Las barras representan la media + el error estandar. Dentro de cada grupo, los valores que no
comparten por lo menos una literal son estadisticamente diferentes (p<0.05).
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En la figura 6.7 se muestran los diametros promedio de la glandula lutea primaria durante
los primeros 120 dias de gestacion entre el grupo experimental y el testigo. No hubo
diferencias significativas entre grupos (P = 0.082). Sin embargo, se detectaron diferencias
significativas entre los dias de gestacion, independientemente de a qué grupo pertenecian (P
= 0.041) (Fig. 6.8).
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Figura. 6.7 Diametro promedio de la glandula latea primaria entre el 14y 120 dias de gestacion en yeguas
con feto mula, tratadas o sin tratar con altrenogest . Las barras representan la media + el error estandar. La
zona sombreada la duracion del tratamiento con altrenogest. Las diferencias entre grupos no son significativas
(p>0.05).

En la figura 6.8 se muestran las diferencias de diametro de la glandula litea entre semanas

dentro de cada grupo. En el dia 35 en el grupo tratado con altrenogest la glandula lutea
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aumento un 12% su diametro y para el dia 70 comenzo a disminuir hasta el dia 120.
Destaca el hecho de que en este grupo entre el dia 28 y el 35 se registré un aumento
significativo (p<0.05) en el diametro, mientras que entre el dia 70 y el 77 se produjo un
descenso significativo (p<0.01). En el caso del grupo control no existieron diferencias
estadisticamente significativas entre los dias de gestacion (F = 1074; P = 0.382).
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Figura 6.8 Diametro de la glandula lGtea primaria entre el dia 14 al 120 de gestacidn de yeguas con feto mula.
Las barras representan la media + el error estandar. En el grupo experimental los valores que no comparten al
menos una literal son significativamente diferentes (p<0.05). En el grupo testigo las diferencias entre semanas
no son significativas (p>0.05).
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En la figura 6.9 se muestra la correlacion entre las concentraciones promedio de
progesterona y el diametro promedio de las glandulas luteas sumadas de cada yegua
durante el estudio. Para el caso del grupo experimental el 59 % de la variacion en las
concentraciones de progesterona fue explicada por el modelo (F= 13.41; P = 0.0052),
mientras que en el caso del grupo control el modelo explico el 55 % de la variacion (F =
13.53; P = 0.003).
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Figura 6.9 Regresion lineal que muestra los diametros sumados de las glandulas ldteas que presentan cada

yegua y las concentraciones plasmaticas de progesterona en yeguas gestantes con feto mula tratadas o sin
tratar con altrenogest.

40



En la figura 6.10 se muestra el promedio de glandulas lGteas acumuladas durante el
estudio. En el grupo testigo se acumularon en promedio 2.46 = 0.18 glandulas luteas,
mientras que en el grupo tratado con altrenogest, que tan solo acumularon 1.53 + 0.18

estructuras ldteas, siendo la diferencia altamente significativa (P< 0.001)
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Figura 6.10 Numero en promedio de glandulas liteas que se acumularon en gestaciones con feto mula en
yeguas tratadas o sin tratar con altrenogest. Las barras representan la media + el error estandar.

Los resultados mostraron que el curso temporal de la formacion de una glandula ldtea
suplementaria varié entre en control y el experimental (%= 6.3, P= 0.01). El tratamiento
con altrenogest reduce la probabilidad de formar una glandula lutea suplementaria 3.55

veces (Z =2.30; P =0.02)
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7. DISCUSION

Los resultados de este estudio muestran que el tratamiento con altrenogest disminuye la
aparicion de las glandulas Iuteas suplementarias mientras se mantenga el tratamiento,
ocurriendo en promedio solamente después de retirar el tratamiento (figura 6.1, 6.2, 6.3) y
las concentraciones plasmaticas de progesterona se incrementaron de acuerdo al numero
de glandulas luteas acumuladas en los primeros 120 dias de gestacion (figura 6.1), lo que
coincide con estudios previos que reportan que la produccion de progesterona depende
entre otros factores de la masa del tejido lateo (Boeta, 2008, Ginther et al, 2007, Ginther,
1992, Voller et al., 1991, Martin et al., 1989, Stewart y Allen, 1981).

También se confirman los informes previos (Holtan et al., 1975; Ginther, 1992; Boeta y
Zarco, 2005, 2010; Boeta, 2008), que sefialan que en la yegua gestante las concentraciones
de progesterona declinan en forma gradual desde la tercera hasta la quinta semana de la
gestacion (figura 6.4), cuando se produce un repunte debido tanto a la resurgencia de la
glandula latea primaria 6 en algunos casos debido a la formaciéon de glandulas luteas
accesorias (figuras 6.5 y 6.6). Se confirma también que durante los primeros 35 dias de
gestacion el didmetro de la glandula latea se mantiene sin diferencias significativas (figura
6.4 ) (Bergfelt et al., 1989).

En la figura (6.5) se observa que, aunque las diferencias entre grupos no fueron
significativas, las concentraciones de progesterona tendieron a ser mayores en el grupo
tratado con altrenogest que en el grupo testigo, a pesar de que en este Gltimo se formo un
numero significativamente mayor de glandulas luteas accesorias (figuras 6.3, 6.5, 6.6 y
6.10) y también a pesar de que, dentro de cada grupo, las concentraciones de progesterona
aumentaron conforme aumentaba el nimero de glandulas luteas (figura 6.1). También se

debe resaltar el hecho de que, dentro del grupo experimental, las concentraciones de
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progesterona se mantuvieron en sus maximos niveles entre los dias 35 y 70, precisamente
cuando las yeguas estaban recibiendo altrenogest. Todo lo anterior no concuerda con la
hipdtesis del presente trabajo, que se postulaba que, al inhibir el altrenogest la secrecién de
LH hipofisiaria en yeguas con gestacion mular (con muy poca produccion de eCG) se
produciria una depresion de la funcion lutea (figuras 6.5, 6.6, 6.7). La capacidad del
altrenogest para inhibir LH a nivceles basales en la yegua ha sido demostrada (Lee, 2003,
James et al, 1998), por lo que una posible explicacién de los resultados encontrados en el
presente trabajo puede ser que el método de radioinmunoensayo utilizado presente un cierto
grado de reaccion cruzada con el altrenogest, lo que haria que parte de la “progesterona”
detectada haya sido en realidad altrenogest. Otra alternativa seria que una vez formadas, las
glandulas lateas de la gestacion requieran niveles basales de LH para continuar
funcionando, por lo que en ambos grupos siguieron funcionando, registrandose solamente
variaciones aleatorias entre los grupos. Ambas posibilidades deben investigarse en trabajos
especificamente disefiados para ese fin.

En trabajos previos realizados en yeguas gestantes con embridn equino se ha observado que
la administracion de un progestageno exdgeno no interfiere con las concentraciones
enddgenas de progesterona (Jackson et al., 1985, Squires et al., 1983), asumiéndose que
eso se debe a que la accion luteotropica de la eCG compensa por la inhibicién de la
secrecion de LH hipofisiaria. Sin embargo, el presente trabajo fue realizado en yeguas
gestantes con embrion mula, en las que las concentraciones de eCG son mucho menores y
generalmente regresan a niveles basales antes del dia 70 de la gestacion (Urias, 2008,
Boeta y Zarco, 2005; 2010), por lo que se esperaba que la inhibirse la secrecion de LH se

produjera una disminucion de la funcion lutea.
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La resurgencia de la glandula lutea primaria (Bergfelt et al., 1989) en el presente trabajo
ocurrio a partir del dia 35, cuando las concentraciones de progesterona comenzaron a
elevarse en ambos grupos (figura 6.5,), presentandose una elevacion significativa en el dia
49 y 56 del grupo experimental, mientras que en el testigo solo se presentaron diferencias
en el dia 49 (figura 6.6). La respuesta lutea también se manifestd en el incremento en
diametro de la glandula latea (figura 6.7). A pesar de la administracion de altrenogest en
yeguas gestantes con secrecion deficiente de eCG (feto mula) la glandula latea no mostro
ninguna diferencia en cuanto a tamafio ni produccion de progesterona con respecto al grupo
que no recibi6 ningun tratamiento. La falta de diferencia entre grupos en el didmetro de las
glandulas lateas, y su buena correlacion con las concentraciones de progesterona, sugiere
que en realidad las glandulas luteas del grupo experimental siguieron funcionando en forma
normal, y hace menos probable la posibilidad de que el ensayo haya tenido reaccion
cruzada con el altrenogest.

Allen et al, 1987, reporté que en yeguas a a las que se les transfiere un embrién burro, y
que por lo tanto no producen eCG, la glandula Iutea primaria se mantiene funcionando
hasta por los primeros 3 meses de la gestacion. Las yeguas con gestacion mular utilizadas
en el presente trabajo, aunque tienen concentraciones muy bajas de eCG (Boeta y Zarco,
2005; 2008), no son totalmente deficientes en dicha hormona (como las gestantes con
embrion burro). Esto podria indicar que concentraciones muy bajas de eCG pueden ser
suficientes para mantener la funcion lutea entre el dia 35 y 70 de la gestacion aun con la
disminucion de LH provocada por la retroalimentacion negativa con altrenogest.

En este estudio, se observo una relacion positiva entre el didmetro total de la glandula
lutea 0 las glandulas luteas y las concentraciones periféricas de progesterona (figura 6.9)

lo que confirma que la produccion de progesterona depende entre otros factores de la masa
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o del diametro luteo. (Boeta, 2008, Ginther et al, 2007, Ginther, 1992, Voller et al., 1991,
Martin et al., 1989, Stewart y Allen, 1981).

Aunque como se menciond anteriormente el efecto inhibitorio del progestageno sobre la
LH no afect6 la funcién de la glandula lutea primaria, si evito en la mayoria de los casos la
formacion de glandulas luteas accesorias, por lo que el nimero total de cuerpos IUteos
presentes acumulados durante la gestacion fue mucho menor en las yeguas del grupo
experimental que en las yeguas del grupo testigo (figura 6.10). Se sabe que los
progestagenos exogenos no suprimen la secrecion de FSH, por lo que el desarrollo folicular
continua dandose en oleadas en yeguas tratadas con estas hormonas (Allen y Urwin, 1980).
Tradicionalmente se ha considerado que la eCG es responsable de la ovulacion y/o
luteinizacion de estos foliculos, lo que explica que la primera glandula latea accesoria se
forme a partir del dia 35 de la gestacién, cuando las concentraciones de eCG se elevan
(Bergfelt et al., 1989). Sin embargo, los resultados del presente trabajo sugieren que, al
menos en yeguas con poca produccion de eCG (como las gestantes con embrion mula), la
secrecion de LH hipofisiaria puede ser fundamental para que se produzca la ovulacion y/o
luteinizacidn folicular, ya que este fendmeno raramente ocurre si se inhibe la secrecion de
LH con altrenogest.

La administracion del altrenogest, en yeguas con gestacion mular reduce en 3.55 veces la
probabilidad de formar nuevas glandulas luteas, Dichas diferencias hacen sugerir que en las
gestaciones con embrién mula la formacion de glandulas lateas suplementarias son

producidas por una colaboracion estrecha entre la LH y la eCG.
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8. CONCLUSIONES

Los resultados del presente trabajo apoyan la hipdtesis de que el tratamiento con
progestdgenos exdgenos en yeguas con gestaciones mulares no inhibe la funcién de la
glandula lutea primaria ni evita su resurgencia en el dia (dia 35), pero si reduce en 3.55
veces la probabilidad de formar una glandula lutea suplementaria. Lo anterior sugiere que
las bajas concentraciones de eCG presentes en las gestaciones mulares pueden ser
suficientes para mantener la funcion IGtea pero no para producir la formacion de nuevas

glandulas ldteas.
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9. ANEXO- DE GRAFICAS CON PERFILES HORMONALES Y MEDIDAS
LUTEAS NO INCLUIDAS EN EL CUERPO DEL CAPITULO 6.
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9.1 Concentraciones de progesterona y diametro de las glandulas luteas acumuladas para el
grupo experimental.
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9.1 YEGUAS DEL GRUPO EXPERIMENTAL
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9.4 Yeguas grupo testigo
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