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RESUMEN

Efecto de la administracién temporal de un progestageno sobre la funcién del
cuerpo lateo y la sobrevivencia del producto en yeguas usadas para la
produccién de mulas. Fuentes R.

El objetivo del presente trabajo fue determinar los efectos de la administracién de
altrenogest sobre la produccién de progesterona por el cuerpo liteo primario y/o la
formacion de cuerpos liteos suplementarios durante la gestacion de yeguas con
producto hibrido. Adicionalmente, a través del seguimiento por ultrasonografia y
determinaciones de la concentracion de eCG y progesterona, se determino la viabilidad
fetal antes, durante y después del tratamiento con altrenogest. Se utilizaron 30 yeguas
clinicamente sanas , las cuales fueron divididas al azar en dos grupos: 15 yeguas
inseminadas con semen de asno fueron tratadas con altrenogest por via oral, desde
el dia 35 al 70 de la gestaciébn y 15 yeguas servidas también con semen de asno
sirvieron como grupo testigo. Para determinar la viabilidad embrionaria y el ritmo de
crecimiento de la vesicula fetal, a partir de los 30 dias de gestacion se llevaron a cabo
ultrasonidos dos veces por semanas. A partir del dia 35 de la gestacién se inici6 la
administracion de altrenogest en el grupo experimental, a una dosis diaria de 0.088
mg/kg de peso hasta el dia 70 de la gestacion. El grupo testigo recibié un placebo
(agua) durante el mismo periodo. Se obtuvieron muestras sanguineas dos veces por
semana a través de la puncién de la vena yugular utilizando tubos vacutainer con gel
activador de suero. Las muestras fueron centrifugadas para obtener el suero y este se
almacend a -20°C hasta la determinacién de las concentraciones de progesterona y
eCG. Al comparar los resultados entre el grupo experimental y testigo, se observo que
la incidencia total de pérdidas de gestacion fue mayor (p>0.05) en las yeguas tratadas
con altrenogest (26.6%) que en las yeguas no tratadas (13.3%). El tratamiento con
altrenogest redujo significativamente el nUmero de yeguas que formaron cuerpos luteos
secundarios (p>0.05). Todos los abortos ocurridos en las yeguas tratadas con
altrenogest sucedieron en yeguas que no formaron cuerpos liteos suplementarios y
presentaron concentraciones muy reducidas de eCG. Se concluye que al parecer la
retroalimentacion negativa provocada por el altrenogest sobre la secrecion de LH evita
la formacion de cuerpos liteos suplementarios y resulta en concentraciones bajas de
progesterona en aguellas yeguas con concentraciones excesivamente bajas de eCG, lo
gue en ocasiones podria asociarse con aborto. En yeguas con concentraciones de eCG
similares al promedio de las gestaciones mulares, la inhibicion probable de la secrecion
de LH por administracién de altrenogest no reduce la secrecién de progesterona.

Palabras clave: eCG, gestacion mular, altrenogest, progestagenos sintéticos.



ABSTRACT

Effect of the temporary administration of a progestogen on the corpus luteum
function and survival of the product used in mares to produce mules. R. Fuentes.

The aim of this study was to determine the effects of altrenogest management on the
production of progeterone by the corpus luteum primary and / or the formation of
additional corpora lutea during pregnancy in mares with hybrid product.In addition,
through monitoring and ultrasound measurements of the concentration of eCG and
progesterone, fetal viability was determined before, during and after treatment with
altrenogest. Therefore, 30 clinically healthy mares, which were divided randomly into two
groups: 15 mares inseminated with donkey semen were treated with oral altrenogest
from 35 to 70 days of gestation and also served 15 mares with semen from ass served
as control group. To determine embryo viability and the rate of growth of the fetal
gallbladder, from 30 days of gestation were performed ultrasounds twice a week. From
day 35 of gestation began altrenogest administration in the experimental group, at a
daily dose of 0.088 mg/kg until day 70 Of gestation. The control group received a
placebo (water) during the same period. Blood samples were collected twice weekly via
jugular venipuncture using vacutainer tubes with gel activator serum. The samples were
centrifuged to obtain serum and this was stored at -20 © C to determine concentrations of
progesterone and eCG. When comparing the results between the experimental control
groups, it was higher (p>0.05) in mares treated with altrenogest (26.6%) than in
untreated mares (13.3%).Altrenogest treatment significantly reduced the number of
mares that formed secondary corpora lutea (p> 0.05). All abortions occurred in mares
treated with altrenogest occurred in mares that did not form corpora lutea and presented
additional very low concentrations of eCG. It apparently concludes that the negative
feedback caused by altrenogest on LH secretion prevents the formation of additional
corpora lutea and results in low concentrations of progesterone in those mares with
excessively low concentrations of eCG, which at times could be associated with
abortion. In mares with eCG concentrations similar to the average mule pregnancies,
probably inhibition of LH secretion by administration of altrenogest not reduce the

secretion of progesterone.

Keywords: eCG, mules pregnancy, altrenogest, synthetic progestins
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INTRODUCCION

La mula en México ha sido el animal de trabajo mas utilizado en actividades como la
agricultura, ganaderia, transporte y mineria. Es un hibrido infértil, que para su

produccién requiere del cruzamiento entre Equus caballus (caballo doméstico) y Equus

asinus (asno domestico) (Allen et al., 1993a).

La cruza de yegua con burro resulta en una fertilidad relativamente baja con respecto a
la cruza normal de caballo con yegua (Jord4o et al., 1954). Esto es debido tanto a los
bajos porcentajes de concepcion como a un incremento en la incidencia de abortos y

mortinatos.

Inicialmente la gestaciéon equina es mantenida principalmente por progesterona que
proviene del cuerpo lateo primario. Dicho cuerpo liteo comienza a disminuir su funcién
a partir del dia 30 de la gestacién. Sin embargo, a partir del dia 35 las copas
endometriales de la yegua gestante comienzan a secretar gonadotropina coriénica
equina (eCG) (Allen y Stewart, 1993), la cual provoca la resurgencia del cuerpo luteo
primario y la formacion y/o luteinizacion de cuerpos liteos suplementarios, que también

producen progesterona (Daels et al., 1998).

Cuando una yegua es cruzada con asno a fin de producir un hibrido, denominado mula,
las copas endometriales derivadas de las células coridnicas del embrion mula son
rechazadas muy rapidamente, entre la séptima y decimoprimera semana de la
gestacion, por lo que las concentraciones de eCG se reducen en forma muy prematura
y en ocasiones no llegan a elevarse (Allen y Short, 1997; Boeta y Zarco, 2005). Esta
falta de soporte de eCG provoca que se formen pocos cuerpos lateos suplementarios
(Boeta, 2008) y las concentraciones de progesterona se mantienen muy por debajo de
las encontradas durante una gestacién de yegua servida con caballo (Allen y Short,
1997; Boeta y Zarco, 2005).

Se ha demostrado que muchas yeguas gestantes con embrién mula llevan su gestacion

a término a pesar de producir cantidades muy reducidas o indetectables de eCG (Boeta



y Zarco, 2005; Boeta, 2008), lo que sugiere que esta hormona no es indispensable para
el mantenimiento de la gestacion. Es importante tomar en cuenta que la secuencia de
aminoacidos de la eCG es idéntica a la de la LH equina (Sherman et al., 1992;
Chopineau et al., 1995) y que tanto la eCG como la LH actian en el mismo receptor
(Saint-Dizier et al., 2003; 2004), el cual ha sido denominado receptor (eLH/CG). Por
esta razon se ha sugerido que la LH hipofisiaria podria ser suficiente para mantener la
funcion latea en la mayoria de las yeguas gestantes, y que la eCG actuaria en forma
redundante para garantizar la estimulaciéon correcta de los cuerpos liteos de la
gestacion en casos especificos en que no se produjese suficiente LH o se requiriese
estimulacion latea adicional (Allen et al., 19932, 1993b; Boeta, 2008).

La administracion exdgena de progestagenos en yeguas gestantes ha sido utilizada
para prevenir pérdidas de gestacion en yeguas en las que se sospecha pueda existir
una deficiencia en la funcion latea (Squires, 1993b). Sin embargo, los progestagenos
exbégenos ejercen retroalimentacion negativa sobre la LH hipofisiaria, por lo que en
yeguas con niveles bajos de eCG (embrion mula), la presencia continua de un
progestageno sintético (altrenogest) podria resultar en una reduccién o incluso pérdida
de la funcién de los cuerpos lateos de la gestacion al no contar estos con el apoyo de la
LH ni de la eCG. De ser asi, el retiro repentino del progestageno en este tipo de yeguas

resultaria en bajos niveles de progesterona y en consecuencia el aborto.



1.10BJETIVOS:

1. Comparar las concentraciones de progesterona durante los primeros tres meses
de la gestacion en yeguas servidas con asno tratadas o sin tratar con un

progestageno (altrenogest) desde el dia 35 hasta el dia 70 de la gestacion.

2. Comparar las concentraciones de eCG durante 3 meses a partir del dia 35 de
gestacion en yeguas servidas con asno tratadas o sin tratar con altrenogest

desde el dia 35 hasta el dia 70 de la gestacion.

3. Comparar el numero de ovulaciones suplementarias presentadas durante los
primeros 3 meses de la gestacion en yeguas servidas con asno tratadas o sin
tratar con un progestageno (altrenogest) desde el dia 35 hasta el dia 70 de la

gestacion.

4. Comparar la incidencia de abortos en ambos grupos.

5. Determinar en cada grupo si la ocurrencia de abortos precede a una deficiencia

en las concentraciones plasmaticas de progesterona.

1.2 HIPOTESIS:

Las yeguas portadoras de un producto hibrido (yeguas inseminadas con asno)
tratadas temporalmente con altrenogest manifestardn una inhibicibn de la
funcién latea, por lo que al retirarse repentinamente el progestageno se
producira una deficiencia de progesterona que resultara en aborto por falta de

soporte de eCG.



2. REVISION DE LA LITERAURA

1.1 FISIOLOGIA DE LA GESTACION

2.1.1. Desarrollo embrionario temprano

Después de la ovulacion el ovocito equino permanece viable durante 6 a 12 horas
mientras que los espermatozoides sobreviven en promedio 48 horas, aunque algunos
pueden permanecer hasta 7 dias en el aparato reproductor de la hembra. Para que
ocurra la fertilizacion es necesario que los espermatozoides hayan sufrido la
capacitacion espermatica durante su permanencia en el aparato genital de la hembra
(Zarco y Boeta, 2000; Patrick et al., 1998).

Los fluidos del oviducto contienen sustancias como piruvato, bicarbonato, aminoacidos
libres, oxigeno, CO,, carbohidratos, lipidos, esteroides y factores de crecimiento, que son
necesarios para la sobrevivencia del ovocito. Después de la fertilizacion las secreciones
del oviducto interactian con factores de crecimiento para regular y modular el desarrollo
del embrién (Tovio et al., 2008).

En el oviducto se llevan a cabo procesos como el transporte de los gametos, la
capacitacion espermatica, la reaccion acrosomal, la fertilizacion, las primeras divisiones
celulares del embrién, asi como su transporte regulado hacia el Gtero. La composicion del
fluido oviductal consta de dos componentes principales: a) un trasudado selectivo de
moléculas y de iones provenientes del suero; b) moléculas especificas sintetizadas y
secretadas por las células del oviducto, que varian en proporcién y composicion de
acuerdo a la regién anatémica donde se lleve a cabo dicha sintesis. Las moléculas crean
un microambiente especifico en cada regién, ocurriendo interacciones celulares y
moleculares entre el oviducto y los gametos o entre el oviducto y el embrion (Andaluza et
al., 2003).



El embrién equino entra al Utero en el sexto dia post ovulacion, cuando se encuentra en
etapa de morula o de blastocito temprano (Ball et al., 1989). Posteriormente la expansion
del blastocito provoca el adelgazamiento y pérdida de la zona pelicida (Allen y Wilsher,
2009). Alrededor del dia 11 de la gestacién la superficie interna del blastocele se
encuentra recubierta por un capa de células de origen endodérmico que se evagina del
intestino primitivo y forma el saco vitelino, con lo que el blastocito adquiere una estructura
bilaminar constituida internamente por el saco vitelino de origen endodérmico y
externamente por el trofoblasto de origen ectodérmico (Allen y Wilsher, 2009). De esta
manera, cualquier substancia que sea transferida en forma activa o pasiva desde el fluido
uterino hacia el saco vitelino, a través del trofoblasto, quedara disponible para el aparato

digestivo del embrion.

A partir del dia 14 de la gestacion se produce una invasion de tejido mesodérmico que se
infiltra entre el saco vitelino y el trofoblasto, formando una tercera capa histoldgica en la
gue se forman vasos sanguineos que conectan al saco vitelino con el embrién. De esta
forma se establece un eficiente sistema de transporte de nutrientes hacia el embrion a

partir de los fluidos uterinos (Allen y Wilsher, 2009).

Doce horas después de entrada al Utero, las células del blastocito comienzan a secretar
glicoproteinas ricas en mucina, serina y treonina para formar una capsula esférica, dura y
elastica que recubrird al embrion durante los proximos 20 a 25 dias (Allen y Wilsher
2009). Esta capsula tiene tres funciones fundamentales: la primera es ejercer presion
interna que impida el alargamiento del trofoblasto para que se mantenga en forma
esférica; la segunda, es proporcionar resistencia para soportar la traccion ejercida por las
contracciones del miometrio encargadas de mover al embrion a lo largo de todo el utero; y
la tercera es proporcionar una matriz que favorezca la absorcion de las secreciones de las
glandulas endometriales (histotrofe o leche uterina). Dichas secreciones contienen
proteinas de transporte (uterocalina y uteroglobulina), que son esenciales para la
absorcion de nutrientes en los primeros 40 dias de vida del embrion. Hacia el dia 20 post
ovulacion la capsula equina es reabsorbida por neutréfilos y macrofagos maternos (Allen y
Wilsher, 2009).



2.1.2 Reconocimiento materno de gestacion

El reconocimiento materno de la gestacién permite que se mantenga la gestacion y se
continle produciendo progesterona mas alld del dia en el que normalmente ocurre la
regresion del cuerpo lateo en las yeguas vacias. El término “reconocimiento materno de la
gestacion”, describe las distintas estrategias utilizadas por las especies animales para
asegurar en los animales gestantes la continuidad de la funciéon del cuerpo liteo por mas
tiempo del que transcurre durante la fase lutea del ciclo estral de hembras no gestantes.
Esto hace posible que el aparato genital de la hembra se mantenga bajo la influencia de

progesterona para mantener la gestacion. (Allen et al., 20012, 2001b).

Para que se lleve a cabo el reconocimiento materno de la gestacion es necesario que el
embrion indique su presencia a la madre mediante sefiales quimicas, las cuales al
ponerse en contacto con toda la superficie del endometrio bloquean en forma efectiva la
sintesis de receptores a oxitocina, lo que impide que se establezca un patrén pulsatil de
secrecion de PGF2a (Ginther, 1992; Starbucks et al., 1998). Para ello, a partir de su
entrada al utero, y durante los siguientes 10 dias, el embrion equino recorre
constantemente el cuerpo y cuernos uterinos, siendo impulsado por contracciones del
miometrio que son estimuladas por la secreciobn embrionaria de prostaglandina E2
(Vanderwall et al., 1993). Las contracciones del miometrio son mas intensas en los sitios
donde la vesicula embrionaria esta en contacto con el endometrio, lo que provoca que el
embrion cambie continuamente de sitio, siendo transportado hacia las diferentes regiones
del cuerpo y cuernos uterinos hasta 20 veces/dia (Ginther, 1984, 1998; Allen, 2001a).
Esto permite que el embrién vaya secretando una sefial antiluteolitica que hace contacto
con toda la superficie del endometrio para evitar la secrecion pulséatil de PGF2a y asi
lograr alargar la vida del cuerpo liteo para mantener la gestacion (Ginther, 1992; Sharp,
1993).

El movimiento del embrién se interrumpe bruscamente entre el dia 16 y 17 después de la
ovulacion, cuando el aumento del tono uterino provoca que el embridon se inmovilice en
uno de los cuernos uterinos, muy cerca de la bifurcacion uterina (Ginther, 1992; Allen et
al., 2009). A partir de este momento comenzard a establecerse una relacién cada vez mas

estrecha entre el corion y el endometrio (Allen y Wilsher, 2009).



La sefial bioquimica por la cual el embrién equino informa a la yegua de su presencia en
el Utero para evitar la lutedlisis y mantener la gestacion sigue siendo un misterio, ya
que no se trata de una molécula similar al interferén tau utilizado por los rumiantes
como sefial antiluteolitica (Allen, 2000). Se sabe que el embridon equino tiene la
capacidad de sintetizar estrégenos en grandes cantidades a partir del dia 10 post
ovulacion (Allen, 2000). Por otra parte Haneda et al. (2009) encontraron que la
expresion de los receptores a interleucinas-1 (IL-1RN) en el endometrio es regulada
probablemente por estrégenos y progesterona, de tal forma que es posible regular la

intensidad de la traduccion de la sefial de IL-1 en el reconocimiento de la gestacion.

2.1.3 Fijacion, orientacion y membranas placentarias

Una vez que el reconocimiento materno de la gestacion ha ocurrido el embrién debe
fijarse en alguno de los cuernos uterinos. Esto generalmente ocurre cerca de la
bifurcacion uterina, independientemente del lado en el que haya ocurrido la ovulacion..
La fijacion ocurre en el dia 15 o 16 de la gestacion y es favorecida por el aumento del
diametro del embrion y por un incremento del tono uterino que provoca una mayor
resistencia al movimiento. A partir del dia 16 el trofoblasto, que en ese momento ya
recibe el nombre de corion, comienza a emitir unas proyecciones, llamadas pliegues
amnidticos, que se fusionan alrededor del embrién formando el saco amniético que
envuelve al embridn. A partir del dia 20 de gestacién el embrién estd completamente
contenido dentro del liquido amniético, el cual cumple funciones de proteccion
mecanica, ademas de tener propiedades bacteriostaticas y lubricantes, éstas Ultimas de
importancia durante el parto, ademas el feto continuamente traga liquido amniético, lo
gue puede ser importante para el desarrollo del aparato digestivo. La mayor parte del
liquido absorbido por el aparato digestivo del feto sera filtrado por los rifiones fetales,
produciéndose orina que es descargada hacia la cavidad alantoidea a través del
conducto del uraco (Zarco y Boeta, 2000).

El corion, por su parte, ahora forma una membrana que delimita por completo a la
vesicula embrionaria. Dentro del corion, y dorsalmente al embrién, queda contenido el
saco vitelino que en ese momento ocupa la mayor parte de la vesicula embrionaria
(Ginther, 1992; Patrick, 1998).



Poco después de la fijaciébn se produce la orientacién de la vesicula embrionaria con
respecto al sitio de insercion del mesometrio en el Gtero. Por esta razén, cuando el
embrién comienza a ser visible con el ultrasonido (dia 21 de la gestacién) generalmente
se encuentra localizado en la parte ventral de la vesicula. Posteriormente, y conforme
se desarrolla el alantoides el embridén va siendo desplazado hacia la parte dorsal de la
vesicula (Ginther, 1992).

Alrededor del dia 20 comienza a formarse una evaginacion del intestino posterior, la
cual al crecer se proyecta hacia el exterior del embrion para formar el saco alantoideo,
el cual mantiene el contacto con el interior del embrion a través de lo que
posteriormente sera el cordén umbilical (Zarco y Boeta, 2000). La superficie exterior del
alantoides esta formada por tejido mesodérmico que se vasculariza rapidamente, y
hacia el dia 24 o 25 el corazén del embridon hace circular cantidades significativas de
sangre por el alantoides. Al ir creciendo, el alantoides va ocupando el espacio localizado
por debajo del embrién, llegando a ponerse en contacto estrecho con el corion para
formar el corioalantoides. Entre el dia 25 y el dia 33 de la gestacién el alantoides va
creciendo al mismo tiempo que el saco vitelino va disminuyendo de tamafo. Hacia el
dia 40 de la gestacion el saco vitelino ha desaparecido y el embriéon ha llegado al polo
superior. (Ginther, 1992; Zarco y Boeta, 2000).

Hacia el dia 30 de la gestacion, en el sitio de union entre el saco alantoideo en
crecimiento y el saco vitelino en regresion se forma una banda de tejido avascular,
denominado cinturén coriénico. A partir de esta banda se desprenden las células
coriénicas que colonizaran el endometrio para formar las copas endometriales (Allen et
al., 1973).

La placentaciébn en equinos es de tipo central, difuso, epiteliocorial y no invasiva,
aunque las células que conforman el cinturén coriénico invaden el endometrio materno.
Tanto los embriones equinos como los de burro son capaces de producir estrégenos
antes de la implantaciéon. Los embriones equinos expresan la enzima aromatasa desde
el dia 5 o0 6 de la gestacion (Heap et al., 1991). La distribucién de la aromatasa en las
membranas placentarias antes de la implantacion es diferente en embrién equino y de
burro. En el embrién de burro la actividad de la aromatasa es igual en todos los tejidos
embrionarios analizados (saco vitelino, cinturén coriénico y corioalantoides) mientras
qgue en el embrion equino la actividad de aromatasa es mayor en el cinturén corinico,

intermedia en el saco vitelino y menor en el corioalantoides (Heap et al., 1991).



A partir del dia 40, una vez que ha comenzado la invasién del endometrio materno por
parte de las células del cintur6n coriénico, comienza una interaccion entre las células
del endometrio materno y las células no invasivas del corialantoides equino,
comenzando la formacion de microvellosidades tanto del lado materno como del lado
fetal. En la interfase materno-fetal se proyectan microvellosidades del corialantoides en
forma de dedos, que se ramifican y alargan hacia la superficie del endometrio, en el cual
también se estan formando microvellosidades. Para el dia 60 los componentes
maternos y fetales se han inter digitado en forma estrecha, comenzando una extensa
ramificacion. Tanto las microvellosidades del lado materno como las del lado fetal estan
profundamente irrigadas por una amplia red capilar, por lo que hacia el dia 120 de la
gestacion se han formado verdaderos microplacentomas en toda la superficie de la
placenta, con microcotiledones del lado embrionario y microcardnculas del lado
materno, lo que permite un extenso intercambio de gases, nutrientes y desechos entre

la circulacion materna y la circulacion fetal (Allen, 2001a; Allen y Wishler, 2009).

2.1.4 Desarrollo del cuerpo luteo primario

El cuerpo luteo es un tejido complejo formado por células esteroidogénicas pequefas y
grandes, asi como por células no esteroidogénicas, tales como fibroblastos, células
endoteliales y células inmunes (Webb et al., 2002). La funcion principal del cuerpo luteo
es secretar la progesterona que mantiene la gestacion (Allen, 1984; 2001b; Ginther,
1992). La hormona luteinizante (LH) secretada por la hipdfisis anterior es fundamental
para el desarrollo y funcionamiento normal del cuerpo lateo, aunque en algunas

especies también participan la hormona del crecimiento, la prolactina y el estradiol.

En la yegua gestante la FSH hipofisiaria es la hormona responsable de estimular el
crecimiento folicular para el desarrollo del cuerpo liteo primario y los cuerpos liteos
secundarios y/o accesorios. Cuando un foliculo llega a un grado de desarrollo suficiente
para producir elevadas concentraciones de estradiol capaces de estimular la elevacién
preovulatoria de LH se produce la ovulacion y la formacion del cuerpo lateo primario,
constituido inicialmente por células de la granulosa que se diferencian en células luteas
grandes y por células de la teca que se diferencian en células liteas chicas (Webb et
al., 2002).



Al producirse la ovulacion se pierde una proporcion importante del liquido que estaba
contenido en el foliculo. El liquido restante, mezclado con sangre emanada de capilares
de la pared folicular que se rompen durante la ovulacién, seré colonizado por células de
la granulosa y de la teca interna, formando el cuerpo hemorragico, el cual gradualmente
se transformara en un cuerpo lateo. El cuerpo luteo primario se forma en el sitio de la
ovulacién a partir de la cual se origind la gestacién y es mantenido hasta el dia 160 a
180 de la gestacion. Durante todo este periodo produce progesterona para colaborar en
el mantenimiento de la gestacion (Squires et al., 1974a). La morfologia de esta glandula
temporal no siempre es igual, ya que del 30 al 50% de los cuerpos luteos se desarrollan
uniformemente sin la formacion de un cuerpo hemorragico, mientras que del 50 al 70%
de los cuerpos luteos acumulan fluido dentro de la cavidad antral y forman un cuerpo

hemorragico (Bergfelt y Adams, 2007).

En la yegua gestante el mantenimiento del cuerpo lUteo primario es indispensable
durante los primeros 70-100 dias de la gestaciéon, reduciéndose posteriormente su
importancia porque la unidad feto-placentaria gradualmente comienza a secretar
progestagenos capaces de mantener la gestacion en ausencia de cuerpos liteos
(Holtan et al., 1975, 1979).

La alta afinidad de la LH por sus receptores en las células liteas permite que el cuerpo
liteo se mantenga activo pese a las bajas concentraciones de LH circulante durante el

diestro y las primeras semanas de la gestacion (Bergfelt y Adams, 2007).

2.1.5 Desarrollo de cuerpos luteos secundarios y/o accesorios

Los cuerpos liteos secundarios y accesorios se forman debido a las oleadas de FSH
gue ocurren cada 10 a 12 dias durante la gestacién, estimulando el crecimiento folicular
(Allen, 1984). A partir del dia 35 de la gestacion, la presencia de eCG estimula la
ovulacion o la luteinizacibn de algunos de los foliculos dominantes formados en

diversas oleadas (Allen y Stewart, 2001).



Las yeguas gestantes mantienen oleadas foliculares similares a las que ocurren durante
la fase lutea del ciclo. Por ello entre el dia 19 y 23 de la gestacion, se desarrollan
foliculos dominantes que generalmente no llegan a ovular y terminan sufriendo atresia
debido a que las concentraciones séricas de progesterona inhiben la elevacion
preovulatoria de LH. Las oleadas foliculares continlian presentandose a intervalos de 10
a 12 dias debido a la secrecioén hipofisiaria de la FSH que es liberada en forma ritmica
sin importar si la yeguas esta gestante o continua ciclando, ya que la secrecién de esta

hormona no es inhibida por la progesterona (Allen, 1984).

A partir del dia 35 de la gestacién las copas endometriales de la yegua gestante
comienzan a secretar eCG y ésta actta como LH, provocando la ovulacién y
luteinizacion de los foliculos dominantes (Allen, 1984). Tanto el cuerpo liteo primario
como los que se forman posteriormente durante la gestacion (cuerpos lateos
suplementarios) se mantienen estimulados por la accion luteotrépica de la eCG (Allen y
Steward, 1993). Cuando un cuerpo liteo suplementario se forma a partir de un foliculo
que ovula se le llama cuerpo lateo secundario. En cambio, si el cuerpo lateo
suplementario se forma a partir de la luteinizaciéon de un foliculo anovulatorio recibira el
nombre de cuerpo liteo accesorio. Desde el punto de vista funcional ambos tipos de
cuerpo lateo suplementario producen cantidades similares de progesterona, por lo que

no es indispensable diferenciarlos (Bergfelt y Adams, 2007).

El primer cuerpo liteo secundario se forma pocos dias después de que comienza la
secrecion de eCG (entre los 40 y 60 dias) y en etapas posteriores se pueden formar
cuerpos lateos accesorios adicionales que producen cantidades considerables de
progesterona (Bergfelt y Adams, 2007). Por otra parte, al elevarse las concentraciones
de eCG a partir del dia 35 se produce una estimulacién del cuerpo lateo primario, el cual
aumenta su produccioén de progesterona. (Bergfelt y Adams, 2007). Este cuerpo lateo
primario continuara funcionando hasta el dia 120 o 150, por lo que los cuerpos luteos
suplementarios no reemplazan al primario de la gestacién como fuente de progesterona,
sino que actian como una fuente suplementaria del progestageno (Squires y Ginther,
1975b). Tanto el cuerpo luteo primario como todos los suplementarios sufren regresion
aproximadamente al mismo tiempo durante el quinto mes de la gestacion (Holtan et al.,
1979).



Como ya se menciond, se piensa que la FSH estimula el crecimiento de los foliculos
mientras que la accién de la LH y eCG inducen el desarrollo final del foliculo maduro
para que ocurra la ovulacion. Se ha propuesto que el fotoperiodo puede modificar la
actividad ovarica durante la gestacion debido a sus efectos sobre la secrecion de
gonadotropinas hipofisiarias, ya que en yeguas que conciben al final de la época
ovulatoria en las que los primeros meses de la gestacidn transcurren durante la época
anovulatoria se forma un menor nimero de cuerpos liteos suplementarios a pesar que

la secrecion de eCG no es influenciada por la época del afio (Allen, 1982; Allen, 1984).

No todas las yeguas gestantes desarrollan cuerpos liteos secundarios y/o accesorios,
lo que sugiere que no son indispensables para la gestacion equina. Ademas, en las
yeguas en las que si se forman cuerpos lGteos suplementarios existe una marcada
variacion tanto en el tiempo de su formacion como en el nimero que se desarrolla

durante la gestacion (Allen y Stewart, 1993).

Generalmente se ha asumido que la eCG es necesaria para el desarrollo normal de los
cuerpos luteos suplementarios. Sin embargo se ha demostrado que la gestacion puede
continuar hasta su término en yeguas que no secretan eCG ni forman cuerpos IUteos
suplementarios (Allen, 2001; Boeta y Zarco, 2005). Esto se debe a que la progesterona
producida por los cuerpos liteos suplementarios no sustituye a la producida por el
cuerpo lateo primario. Por esta razén se ha postulado que la funciéon de los cuerpos
liteos accesorios podria ser la de asegurar una fuente extra de progesterona en caso

de una regresion prematura del cuerpo lateo primario (Allen, 2001).

2.1.6 Papel de la progesterona durante la gestacion

La importancia de la progesterona (P4) para el mantenimiento de la gestacion ha sido
bien establecida en todas las especies. Esta hormona actla en el Utero estimulando y
manteniendo las funciones necesarias para el desarrollo embrionario temprano, la
implantacion, la placentacion y el desarrollo fetal. La sintesis de proteinas uterinas
necesarias para el desarrollo embrionario temprano es estimulada principalmente por la

P4, la cual es responsable de cambios cualitativos y cuantitativos en el medio ambiente



uterino, controlando la sintesis y secrecion de por lo menos 10 proteinas. Por ello para
mantener la gestacion se requiere mantener en forma constante altos niveles de
progesterona (Squires et al., 1974b), por lo que su deficiencia pone en riesgo el
crecimiento, mantenimiento y supervivencia del producto, contribuyendo a aumentar los

porcentajes de mortalidad embrionaria (ME) (Tovio et al., 2008).

La sefal principal para iniciar la sintesis de hormonas esteroides en las células
esteroidogénicas del ovario es la union de la LH a sus receptores especificos en la
membrana celular, lo que estimula la utilizacion de colesterol para su sucesiva

conversion en pregnenolona y progesterona (Belin et al., 2000).

En la yegua la secrecion de progesterona aumenta de manera muy rapida entre el dia 0
(ovulacion) y el dia 1 (Gastal et al., 2005), continuando en aumento hasta el dia 8 post-
ovulacién, cuando llega a 7 0 mas ng/ml. A partir de ese momento se estabilizan las
concentraciones, comenzando a disminuir alrededor del dia 13 o 14 en yeguas no
gestantes debido a la regresion del cuerpo lateo (Bergfelt y Adams, 2007). En la yegua
gestante el cuerpo luteo permanece activo mas alla del dia 13, manteniendo niveles de
P4 por arriba de los 10 ng/ml hasta el dia 30 aproximadamente. Durante este primer
mes de la gestacién la produccion de progesterona por el cuerpo liteo es mantenida por
la secrecion de LH hipofisiaria, por lo que existe una correlacion positiva entre las
concentraciones de LH y las de progesterona entre el dia 5y 24 de la gestacion (Belin
et al.,, 2000). Alrededor del dia 30 ocurre una disminucion en la funcién litea para
posteriormente aumentar entre los dias 32 y 44 de la gestacion debido a la estimulacion
litea ejercida por la eCG (Squires et al.,, 1974b; Murphy y Martinuk, 1991), la
progesterona llega a su maximo pico de secrecion en el dia 80 (15 o mas ng/ml) para
después disminuir y desaparecer de la circulaciébn materna entre los dias 150-180 de la

gestacion (Allen et al., 1973).

A partir del dia 120 de la gestacién todos los cuerpos luteos han sufrido regresion por lo
que desaparecen como fuente de progesterona. Sin embargo, la gestacion se mantiene
porque la placenta adquiere la capacidad de producir cantidades suficientes de
progesterona. Aungque la progesterona de origen placentario es metabolizada en la

propia placenta antes de pasar a la circulacién materna, por lo que durante la segunda



mitad de la gestacion equina no es posible encontrar progesterona circulante en la
yegua, si no solamente metabolitos como la dihidroprogesterona (5a DHP) y 20a-
dihroxy-5- pregnanos (Holtan et al., 1979).

La eCG producida por las copas endometriales de la yegua tienen un importante papel
luteotrépico entre el dia 35 y el dia 150 de la gestacién equina. Como ya se menciond,
el incremento de las concentraciones de progesterona que ocurre a partir de que se
inicia la secrecion de eCG (dia 35) se atribuye tanto al resurgimiento de cuerpo lateo
primario como a la formacién y desarrollo de cuerpos liteos suplementarios (Bergfelt et
al., 1989).

En el caso de yeguas servidas con burro, la destruccién prematura de las copas
endometriales provoca una caida muy rapida en las concentraciones de eCG, lo que
tiene como consecuencia una produccion de progesterona significativamente menor a la
de las yeguas servidas con caballo desde el segundo mes de la gestacion (Allen y
Stewart, 1993; Boeta y Zarco, 2005). Esto podria ser la causa de un cierto numero de
pérdidas de la gestacion en las yeguas utilizadas para la produccién de mulas,
especialmente cuando la regresion prematura de las copas endometriales resulta en
concentraciones excesivamente bajas de eCG y progesterona para mantener la

gestacion (Boeta y Zarco, 2010).

2.2 LAS COPAS ENDOMETRIALES Y LA SECRECION DE eCG

2.2.1 Formacioén, desarrollo y destruccion de las copas endometriales

El trofoblasto equino estd claramente dividido en dos componentes; uno de caracter
invasivo, y otro no invasivo (Allen, 2001a). Alrededor del dia 25 de la gestacion equina
aparece en la superficie del trofoblasto una banda delgada de tejido blanquecino que lo
rodea a la altura del sitio de contacto entre el saco vitelino en regresion y el alantoides
en crecimiento. Esta banda, llamada cintur6n coriénico, estd formada por células
binucleadas hiperplasicas, que entre el dia 36 y 38 crecen, se multiplican y adquieren

movimiento amiboideo, desprendiéndose del coribn e invadiendo el endometrio



materno, para lo cual secretan proteinasas de tipo metalo-proteinas que les ayuda a
atacar la matriz extracelular para insertarse en el endometrio (Roser, 1999). El caracter
agresivo e invasivo de las células binucleadas les permite migrar hacia el interior de las
glandulas endometriales, donde proliferan hasta formar estructuras macroscoépicas
denominadas copas endometriales, las cuales secretan eCG en forma constitutiva, sin

requerir el estimulo de hormonas como la GnRH (Allen, 2000; Thompson, 1982).

El cinturdn coridnico puede reconocerse histologicamente por primera vez alrededor del
dia 25 de la gestacion, cuando se observa como una serie de pliegues simples en el
trofoblasto. Las células en los extremos de los pliegues se multiplican rapidamente, de
manera que hacia el dia 32 forman elevaciones que tienden a ser apretadas y
aplanadas en la superficie apical debido a la expansion del embrion y el tono del
miometrio. Los canales entre los pliegues adyacentes tienen la apariencia de
estructuras glandulares y parecen ser la fuente de un material secretor que se acumula
entre el cinturén coriénico y el endometrio entre los dias 35 y 37 de la gestacion,

cuando las células del cinturon invaden el endometrio (Allen y Wilsher, 2009).

En el dia 35 el alantocorion contiene alrededor de dos tercios del volumen del embrion y
el cinturén coridnico ahora es claramente visible como una banda palida y gruesa de
aproximadamente 1-1.5 cm de ancho. Su discontinuidad o apariencia descamada indica
su madurez y la disposicion para invadir el endometrio. Después de su migracion para
invadir el endometrio, alrededor del dia 40-42 las células binucleadas se inmovilizan,
agrupandose y multiplicAndose para formar protuberancias en forma de circulo o
herradura alargada que tienen un diametro promedio de 1 a 3 cm, aunque pueden
formarse copas endometriales de hasta 20 cm de longitud. Las diferencias entre
individuos y entre copas endometriales del mismo animal tiene que ver con la relacion
espacial entre el endometrio y el embrién, con la compatibilidad inmunolégica entre los
tejidos del embrion y los de la madre, asi como con el grado de tono del miometrio al

momento de la invasién (Allen y Wilsher, 2009).



Al tratarse de células embrionarias con una composicion genética distinta a la de la
madre, la invasion de células del cinturén coriénico provoca desde el principio una
reaccion inflamatoria, por lo que entre el dia 36 y 38 se acumula un nimero significativo
de linfocitos en el estroma subepitelial del endometrio. Esto se debe a que las células
invasivas del cinturdn coriénico expresan en su superficie antigenos paternos del
complejo mayor de histocompatibilidad clase | (MHC-I), los cuales estimulan una
respuesta humoral fuerte por parte de la madre (Allen, 1982), lo que ocurre de manera

semejante en todas las yeguas, incluyendo las primigravidas (Donaldson et al., 1992).

La expresion de el MHC-I comienza desde antes de que las células invadan al
endometrio (Donaldson et al., 1990). Entre los dias 37 y 42, se acumulan linfocitos
alrededor de las copas endometriales, pero el nimero disminuye rapidamente debido a
la creciente pérdida de expresion de los antigenos MHC-I por las células del cinturén
coriénico después de la invasion al endometrio. Sin embargo, entre los 50 y 60 dias de
la gestacion se reactiva la expresion de los antigenos MHC-I, por lo que los linfocitos

comienzan a reunirse de nuevo (Allen y Wilsher, 2009).

Entre el dia 60 y 70 de la gestacién las copas endometriales son aun plenamente
funcionales a pesar de la presencia de inmunidad celular, compuesta en su mayoria por
linfocitos T y algunos macréfagos. Durante esta etapa de la gestacion las copas
endometriales permanecen fuertemente unidas al endometrio, secretando grandes
cantidades de eCG a la circulacién periférica (Allen et al., 1993). Conforme avanza la
gestacion comienzan a reunirse mas células del sistema inmune, incrementandose el
namero de linfocitos B, células plasmaticas y eosindfilos en el estroma endometrial y en
la periferia de la copa. Entre el dia 70 a 80 de la gestacion las células de las copas
endometriales comienzan a degenerarse debido a que los leucocitos comienzan a
invadirlas y a destruirlas. Tanto los cambios degenerativos progresivos como la
acumulacién de células necroéticas en la superficie de la copa comienzan a distender la
glandula endometrial. Cuando esto sucede se produce la descamacion de la parte
apical de la copa, lo que libera una secrecidbn exocrina que atrae a los linfocitos
acumulados, que se mueven hacia la periferia y la base de la copa para destruirla.
Finalmente el tejido muerto se va hacia la superficie del endometrio y deja cicatrices

tanto en éste como en la superficie del alantocorion. En una gestacién normal de



caballo con yegua la reacciébn inmune termina desintegrando totalmente las copas
endometriales hacia los dias 140 a 160 de la gestacion. (Allen et al., 1973; 1993a;
1993Db; Allen y Wilsher, 2009).

La respuesta humoral y celular que la madre dirige en contra de los antigenos de
histocompatibilidad presentes en las copas endometriales no compromete la gestacion
(Roser, 1999; Allen et al., 1993a), ya que no afecta a la placenta ni al producto La
reaccion inmune solamente ocurre a nivel de las copas endometriales a pesar de que
tanto la placenta como el embrién poseen antigenos paternos de histocompatibilidad
tipo I (MHC-I). El mecanismo por el cual la unidad feto-palcentaria evade el ataque del
sistema inmune de la madre depende de la naturaleza inmune del trofoblasto, que es el
tejido que forma la primera barrera entre la madre y el feto. El Utero gestante ha sido
descrito como un sitio inmunolégicamente privilegiado, en el cual el feto
antigénicamente extrafio es protegido de la respuesta inmune materna (Allen, 1982)
mediante un mecanismo inmunomodulador que impide que la respuesta inmune en
contra de las copas endometriales se haga extensiva al resto del embrion (Adams y
Antczak, 2001).

En las gestaciones hibridas entre diferentes especies de équidos se producen
alteraciones que resultan en importantes diferencias en la formacién, mantenimiento y
destruccion de las copas endometriales. La diferencia entre la cantidad de eCG y
progesterona secretadas en las gestaciones hibridas depende del tipo de copas
endometriales que se formen. En el caso de gestacion intraespecifica entre yegua y
caballo los leucocitos empiezan a invadir la copa endometrial y a destruir sus células a
partir del dia 80 de la gestacion, mientras que en las gestaciones hibridas de burro con
yegua los leucocitos de la yegua comienzan a atacar a las células endometriales desde
el dia 50 de la gestacion (Allen, 1984), por lo que para el dia 60 o 70 han sido
completamente destruidas. Sin embargo, esta regresion prematura de las copas
endometriales no necesariamente afecta la gestaciéon, ya que se ha encontrado que
yeguas servidas con burro han llevado su gestacion a término de forma normal a pesar
de que sus concentraciones de eCG se mantienen muy reducidas, o incluso

permanecen basales a lo largo de toda la gestacion (Boeta y Zarco, 2010).



La magnitud y velocidad del rechazo inmunoldgico de las copas endometriales estan
relacionadas con las diferencias genéticas entre los antigenos de la madre y los del
padre. La cruza experimental entre gemelos de diferente sexo resulté en una gestacion
en la que no se produjo el rechazo inmunolégico de las copas endometriales, por lo que
la eCG permanecia detectable en la circulacion hasta el dia 230 o 265 de gestacién
(Spincemaille et al., 1975). Esto se debe a que en el equino entre los gemelos de
distinto sexo, aunque no son gemelos idénticos, se produce un intercambio de células
durante la gestacion, produciéndose incorporacion de células del hermano gemelo en
diversos tejidos en etapas que permiten su reconocimiento como células propias por el

sistema inmune del feto.

La transferencia de un embrién equino a una burra resulta en el desarrollo adecuado del
cinturén coriénico y en la formacién de copas endometriales grandes y activas. En
contraste, si se transfiere un embridon burro a una yegua el desarrollo de las copas
endometriales es defectuoso, ya que las células del corion del embrién burro fracasan
en su objetivo de invadir el endometrio materno en los dias 36 a 38, por lo que se
forman copas endometriales pequefias y poco activas (Allen, 1982; Allen et al., 1987;
Allen y Stewart, 2001). Esto es seguido por una implantacién inadecuada, y
generalmente se produce el aborto antes del dia 100 de la gestacion. Aparentemente el
Gtero equino inhibe el desarrollo de las copas endometriales de cualquier embriéon con
genotipo burro, mientras que el Gtero de la burra permite el desarrollo de las copas
endometriales de cualquier embrién con genotipo caballo, por lo que se piensa que el
Utero de burra es mas permisible que el Utero de la yegua en términos de aceptar

gestaciones inter y extraespecie. (Allen et al, 1993%; 1993hb).

El mecanismo por el cual la unidad feto-placentaria evade el ataque del sistema inmune
de la madre parece girar en torno a tres puntos: 1) la capacidad inmune del Gtero; 2) la
influencia de la gestacién en el sistema inmune de la madre y 3) la naturaleza inmune
del trofoblasto. Las células trofoblasticas que rodean al feto y mantienen contacto con la
madre desempefian un papel importante en la proteccion del feto contra un ataque del

sistema inmune de la madre durante la gestacion (Adams y Antczak, 2001).



2.2.2 Gonadotropina Coriénica Equina (eCG)

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

La eCG pertenece a la familia de las hormonas glicoprotéicas, que incluye a la LH, la
FSH, la hormona estimulante de la tiroides (TSH) y la gonadotropina coriénica humana
(hCG). La LH, FSH y TSH son producidas en la adenohipéfisis, mientras que la eCG y

la hCG son producidas en células de origen coriénico de la placenta (Allen, 2001a).

La eCG es una glicoproteina de alto peso molecular similar a la LH. Se caracteriza por
su alto contenido de carbohidratos, que es el mas alto entre todas las hormonas
glicoprotéicas, lo que permite que persista mas tiempo en la circulacion (Manzella et al.,
1995).

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

como un potente inductor de la superovulacion en otras especies.

La eCG es una hormona glicoprotéica heterodimérica constituida por dos cadenas
polipeptidicas (subunidad a y B) unidas de manera no covalente. La secuencia de
aminoacidos es idéntica a la de la LH equina, por lo que ambas hormonas se unen al
receptor de LH/eCG (eLH-CG-R) en los tejidos equinos (Stewart y Allen, 1979;

Legardinier et al., 2005a). La subunidad a es comun para todas las hormonas



glicoprotéicas de una determinada especie debido a que es codificada por un solo gen,
mientras que la subunidad B es especifica para cada hormona y le confiere
especificidad biolégica a cada una de ellas. Las subunidades B estan codificadas por
genes distintos para cada hormona de una determinada especie, aunque son genes que
han evolucionado a partir de un gen ancestral comun, por lo que tienen una cierta
homologia de secuencia (Chopineau et al., 1995; Roser, 1999).

En el caso de la eCG vy la LH equina, sus subunidades 8 son codificadas por un mismo
gen expresado en tejidos diferentes, por lo que al expresarse los genes de las cadenas
a y B en la hipodfisis se produce LH, mientras que al expresarse en las células de la
placenta se produce eCG debido a que en cada uno de estos tejidos se produce un
patrén diferente de glicosilacion de las cadenas polipeptidicas (Murphy y Martinuk,
1991; Sherman et al., 1992; Chopineau et al., 1995; Legardinier et al., 2005a)

Existe una diferencia importante en la afinidad de ambas hormonas por el receptor
LH/eCG, por lo que la eCG es mucho menos potente que la LH. La diferencia de
afinidad se debe a las diferencias en el complemento de carbohidratos de ambas
hormonas, con el resultado de que la eCG, esta hormona tiene menos afinidad por los
receptores que la LH. También se sabe que por el alto contenido de acido sialico de la
subunidad B de la eCG tiene una vida media mas larga que la LH en la circulacién
materna (Martinuck et al., 1991). Como resultado las concentraciones circulantes de
eCG durante los dias 35 a 120 de la gestacion equina son cientos o miles de veces mas
elevadas que las de la LH, lo que compensa su reducida afinidad por los receptores
(Roser, 1999).

La LH equina es removida de la circulacion sistémica mucho mas rapidamente que la
eCG debido a que sus carbohidratos tienen una terminaciéon SO4-4GalNAc, lo cual hace
gue los receptores de las células endoteliales hepéticas se unan a la LH, retirandola de
la circulacion y reduciendo su vida media. En cambio, los carbohidratos de la eCG
tienen una terminacion Siaa2, 3Gal lo que le permite tener una vida media mucho mas
larga que la de la LH (Smith et al., 1993).



2.2.3 Papel de la eCG durante la gestacion

Se considera que la funcién de la eCG es la de formar y mantener los cuerpos liteos
secundarios y/o accesorios que aparecen a partir del dia 40 de la gestacion como
resultado de la luteinizacién de foliculos ovaricos (Ginther, 1992). Los foliculos a partir
de los cuales se forman los primeros cuerpos lateos secundarios, alrededor del dia 40
de la gestacion, son reclutados y seleccionados antes de que ocurra la invasion del
endometrio por las células del cinturén coridnico, por lo que la foliculogénesis es
independiente de la eCG, la cual solamente se requiere para provocar la ovulacién y/o

luteinizacion de dichos foliculos (Allen, 1982).

Las elevaciones en las concentraciones de progesterona que se producen en la yegua a
partir del dia 35 de la gestacion, antes de que hayan formado cuerpos luteos
secundarios, estan fuertemente asociadas al inicio de la secrecion de eCG (Stewart y
Allen, 1981), lo que sugiere un papel luteotrépico de la eCG equina sobre el cuerpo
lateo primario y no solamente sobre los secundarios. En apoyo a esta hipotesis, la eCG
estimula in vitro a la produccién de progesterona tanto por parte de cuerpos liteos

primarios como de cuerpos liteos suplementarios (Squires et al., 1979).

Durante los primeros 40 dias de la gestacién el cuerpo liteo primario es mantenido por
la LH hipofisiaria, mientras que en etapas posteriores es estimulado por la eCG. Sin
embargo, en la yegua el cuerpo liteo primario tiene la capacidad de mantenerse sin
apoyo de eCG hasta por 80 dias después de haber ocurrido el reconocimiento de
gestacion, con o sin la presencia de un producto vivo (Allen, 2001). Asimismo, se ha
demostrado que la LH hipofisiaria puede, por si misma, mantener la funcién del cuerpo
lateo primario sin necesidad de eCG. Asi, en yeguas a las que se les ha transferido un
embrién burro, y que por lo tanto no producen eCG, el cuerpo liteo primario se

mantiene funcionando durante los primeros tres meses de la gestacion (Allen, 1982).

Como se menciond en secciones anteriores, en una gestacion normal, resultado de la
cruza de un caballo con una yegua, las copas endometriales producen eCG y estimulan
la funcion lutea desde el dia 35-40, produciendo altas concentraciones de eCG (80-200

Ul/ml),hasta el dia 120-150 de la gestacion, cuando son rechazadas inmunolégicamente



por la madre (Allen, 2001). Por otra parte, cuando una yeguas es cruzada con burro
con el objeto de producir una mula, las copas endometriales derivadas de las células
coriénicas del embribn mula son rechazadas muy rapidamente, entre la séptima y
decimoprimera semana, por lo que las concentraciones de eCG son bajas (5-40 Ul/ml) y
en ocasiones no llegan a elevarse (Boeta y Zarco, 2010). Esta falta de soporte
gonadotrdpico provoca que se formen pocos cuerpos liteos secundarios y/o accesorios
Yy que las concentraciones de progesterona se mantengan muy por debajo de las
encontradas durante una gestacion de yeguas servidas con caballo (Allen, 2001; Boeta

y Zarco, 2005), lo que puede resultar en el aborto del feto mula (Boeta y Zarco, 2010).

En estudios disefiados para evaluar esta hipotesis se ha encontrado que efectivamente,
las bajas concentraciones de eCG y su pronto retorno a niveles basales en yeguas
gestantes con un embriéon mula, resultan en una funcién latea reducida, produciéndose
una incidencia de mortalidad embrionaria significativamente mayor a la obtenida en

yeguas servidas con caballo. (Allen, 2001a; Boeta y Zarco, 200; Boeta, 2008).

Sin embargo, como ya se menciond, también se ha demostrado que muchas yeguas
gestantes con producto mula llevan su gestacion a término a pesar de tener
concentraciones muy bajas o indetectables de eCG (Boeta y Zarco, 2005; 2010), por lo
gue se puede postular que la eCG producida por las copas endometriales tiene efectos
redundantes con los de la LH, y que la funcién de la eCG podria ser la de servir como

“seguro” para garantizar la correcta estimulacion del cuerpo lateo (Allen, 2001b).

Por otra parte, debe recordarse que la yegua es una especie con estacionalidad
reproductiva, en la que la secrecion hipofisiaria de LH sufre una fuerte inhibicion durante
la época no reproductiva. Por esta razon, si una yegua queda gestante hacia el final de
la época reproductiva, la primera parte de la gestacion transcurrira durante la época de
inactividad ovérica, cuando las concentraciones de gonadotropinas principalmente LH
se encuentran inhibidas y probablemente se desarrollardn menos cuerpos liteos
suplementarios que los que se desarrollan en una gestacion que transcurre en plena
época reproductiva. Por ello, es posible que sea precisamente en estos casos cuando la
eCG cumpla su papel, ya que su produccion y secrecién no estan sujetas a un control

estacional. Asi la eCG podria haber evolucionado con el objeto de sustituir a la LH



hipofisiaria cuando la concepcidén se produce al final de la época reproductiva, o bien
para mantener los niveles de progesterona en caso de existir factores externos o
internos que pongan en peligro la integridad del cuerpo liteo primario. De esta manera,
aungue la progesterona producida por los cuerpos luteos secundarios y/o accesorios no
es indispensable para el mantenimiento de la gestacién, pero si constituyen una fuente
extra de progesterona en caso de una regresion prematura del cuerpo lateo primario
(Allen, 2001a).

2.3 GESTACION HIBRIDA

La gestacion mular es producida por el cruzamiento entre una hembra de Equus

caballus (caballo doméstico) y un macho de Equus asinus (asno doméstico). Este tipo

de gestacion se ha tomado como modelo para estudiar el papel de la eCG durante la
gestacion equina (Boeta y Zarco, 2005; 2010). Las copas endometriales derivadas de
las células coridnicas del embribn mula son rechazadas muy rapidamente, entre la
séptima y decimoprimera semana (70 dias de gestacion aproximadamente), por lo que
las concentraciones de eCG se reducen en forma muy prematura 0 en ocasiones ni
siquiera llegan a elevarse. Esta falta de soporte gonadotrépico provoca que no se
formen o se formen pocos cuerpos luteos suplementarios y que las concentraciones de
progesterona se mantengan muy por debajo de las encontradas durante una gestacion
de yegua servida con caballo (Boeta y Zarco, 2005; Boeta, 2008). La reaccion
inmunitaria en contra de las copas endometriales en este tipo de gestacién, se
caracteriza desde el principio por una infiltracion masiva de linfocitos alrededor de las
copas endometriales, lo que interfiere con la formacién normal de las mismas y resulta

en un rechazo inmunoldgico prematuro (Allen, 2001a).

La eficiencia reproductiva obtenida al cruzar yeguas con burros es menor que la
obtenida de la cruza de yeguas con caballos. Se ha postulado que una posible causa
de esta baja fertilidad es la escasa produccién de eCG en las yeguas con gestacion
mular debida al desarrollo inadecuado y al rechazo prematuro de las copas
endometriales en este tipo de gestacion (Allen, 2001). Boeta y Zarco (2005),
encontraron una mayor incidencia de abortos en yeguas gestantes con embridon mula

gue en gestantes con embrién caballo. Sin embargo, no encontraron una clara relacién



entre la mortalidad fetal y la falta de eCG, ya que las yeguas que abortaron embriones
mula tuvieron niveles de eCG y progesterona semejantes que los de las yeguas que
llevaron embriones mula a término. En dicho estudio observaron que el umbral de
progesterona necesario para mantener la gestacion es considerablemente bajo, por lo
gue la gestacién puede continuar a pesar de la ausencia de eCG (Boeta y Zarco, 2005;
Boeta, 2008). Sin embargo, en un estudio posterior, los mismos autores identificaron
situaciones en las que la deficiencia de eCG parece contribuir a la mayor incidencia de

abortos en yeguas con embridon mula (Boeta y Zarco, 2010).

En la mayoria de las yeguas gestantes con embribn mula las concentraciones de
progesterona permanecen relativamente constantes alrededor de 3 a 10 ng/ml,
disminuyendo lentamente entre los 40 y 80 dias de gestacion, lo que sugiere que la
eCG no es necesaria para mantener la funcién del cuerpo lateo primario de la gestacion
(Boeta y Zarco, 2005). Sin embargo, la ausencia del incremento tipico de las
concentraciones de progesterona que se produce después del dia 35 en gestaciones
equinas indica que la falta de eCG en gestaciones mulares no provoca la resurgencia
del cuerpo lateo primario. Adicionalmente, las yeguas con gestacién mular desarrollan
mucho menos cuerpos liteos suplementarios que las yeguas con gestacion equina
debido a la falla en la secrecién de eCG por parte de las copas endometriales (Boeta,
2008). Sin embargo, en la mayoria de las yeguas con gestacion mular se alcanza a
formar un cuerpo lateo suplementario durante el corto periodo en que la eCG se eleva
ligeramente en este tipo de gestacion (Boeta, 2008), lo que sugiere que se requieren
niveles muy bajos de eCG para la formacion de cuerpos lateos secundarios y/o

accesorios al inicio de la gestacion equina.



2.4 PERDIDA DE LA GESTACION

La gestacion de la yegua tiene una duracién aproximada de 325-345 dias. La etapa
embrionaria termina alrededor del dia 40 de la gestacién, cuando se ha completado la
organogénesis y la transicion de una placenta vitelina a una placenta corioalantoidea, por
lo que se considera que se ha pasado ya a la etapa fetal. Por lo tanto se denomina
mortalidad embrionaria a la pérdida del producto antes de los 40 dias de gestacion, y se le

llama muerte fetal o aborto cuando sucede después de este periodo (Patrick et al., 1998).

La pérdida de gestacion por mortalidad embrionaria temprana representa una pérdida
economica considerable en la industria equina, aumentando los costos de mantenimiento
de yeguas de cria y disminuyendo la produccion de potros. Los factores que pueden
contribuir a la mortalidad embrionaria se han clasificado como intrinsecos y extrinsecos.
Los primeros, atribuibles a la madre, incluyen insuficiencia en la produccion de
progesterona por parte de la madre, monta en el calor del potro y la edad avanzada de la
madre, asi como la presencia de endometritis aguda, endometritis crénica o quistes
endometriales (Vanderwall, 2008). Los atribuibles al embrion son las anormalidades
genéticas y cromosomicas, los factores inmunogenéticos y el retardo en el crecimiento del
embrion (Zaby, 1994). Los factores extrinsecos incluyen estrés, nutricion inadecuada,
época del afio desfavorable, inseminacion post-ovulacién, las técnicas de reproduccion
asistida, factores iatrogénicos (palpacion rectal, ultrasonografia), y el uso de un semental
o semen de fertilidad baja (Vanderwall, 2008).

El aborto consiste en la expulsién de un feto muerto o un feto no viable después del dia
40 de la gestacidon. Es necesario considerar que la muerte del feto puede ocurrir varios
dias antes de su expulsion, y que en algunos casos poco frecuentes un feto muerto

puede no ser expulsado y sufrir momificacion o maceracion (Patrick et al., 1998).

La gestacion gemelar es la causa mas comun de aborto no infeccioso en la yegua.
Ademds existen diversas etiologias infecciosas, incluyendo hongos, bacterias y virus
que especificamente causan aborto. Sin embargo, cualquier enfermedad, infecciosa (no
directamente abortiva) que presenta cuadros febriles puede causar aborto, que en
muchos casos se debe a la liberacién enddgena de prostaglandina F2 alfa en respuesta

a la presencia de endotoxinas (Daels et al., 1987; 1989).



2.5 UTILIZACION DE PROGESTAGENOS EXOGENOS

La progesterona es la hormona esencial para el mantenimiento de la gestacion a través
de sus efectos en el endometrio y el miometrio. En yeguas es secretadas por los cuerpos

luteos y la placenta (Daels, 2004).

En yeguas que estan ciclando se utilizan progestagenos sintéticos para sincronizar los
estros o bien para suprimir la conducta de celo o estro. La progesterona ejerce una
poderosa retroalimentacion negativa sobre la liberacion de LH (Garcia et al., 1979; Allen
et al., 1980), ya que las concentraciones de LH no comienzan a elevarse hasta después
de la regresion del cuerpo luteo (Garcia y Ginther, 1978, Evans, 1982). Al aplicarse
progestagenos exdgenos Daels (2004) sugiere que se inhibe la liberacion de LH
hipofisiaria, y por lo tanto puede que se reduzca la produccién de progesterona endégena
(Daels, 2004; Hogdson et al., 2005). Al comienzo de la fase litea la secrecion de LH
disminuye debido a una retroalimentacion negativa ejercida por la produccion de
progesterona, por lo que es razonable proponer que un progestageno exdgeno podria
retrasar el intervalo entre la seleccion de un foliculo dominante y la ovulacién, asi como la

disminucion en la produccion de progesterona endégena (Lee, 2003).

Existe polémica sobre el uso de progestagenos exdgenos para la prevencion de
mortalidad embrionaria ya que su uso estaria recomendado solo en caso de detectarse
niveles bajos de progesterona (Daels, 2004), como ocurriria en insuficiencia litea
primaria, lutedlisis por inflamacién uterina (endometritis) o endotoxemia sistémica y falla
del embrién para bloquear la lutedlisis. Sin embargo, la capacidad para detectar una
inminente pérdida de gestacion por alguno de estos mecanismos potenciales es limitada,
lo que complica la aplicacion racional y controlada de progestagenos exdgenos (Daels,
2004).

La progesterona exdgena o progestagenos sintéticos son administrados con frecuencia a
yeguas gestantes con una historia clinica de pérdida de gestacion (Neely, 1988), con la
creencia de que dicha terapia es necesaria para complementar una produccion
inadecuada de progesterona enddgena por el cuerpo luteo o la placenta (Allen, 1984). En

algunos estudios se han asociado las concentraciones bajas de progesterona con la



pérdida embrionaria temprana (Douglas et al., 1985; Ginther, 1985b; Bergfelt et al., 1992),
pero no hay pruebas concluyentes para apoyar la conclusion de que la deficiencia latea
primaria es una causa importante de muerte embrionaria temprana (Allen, 1984; Ginther,
1992). De hecho, Irvine et al. (1990) demostraron en forma convincente que en muchos
casos las yeguas tienen concentraciones de progesterona mucho mas bajas de lo normal
sin perder la gestacién. Esta situacién también se ha observado en yeguas gestantes con
embrién mula (Boeta y Zarco, 2005; Boeta, 2008).

Algunos clinicos acostumbran administrar progesterona exdégena cuando encuentran un
embridon demasiado pequefio para su edad gestacional, con la esperanza de corregir
temporalmente una deficiencia de progesterona mientras se forman cuerpos lateos
suplementarios (Squires, 1993b). También esta indicada la administracion exdégena de
progestagenos cuando hay evidencia clinica o la sospecha de endotoxemia sistémica
debida a una enfermedad infecciosa, ya que las endotoxinas son potentes inductores de
la liberacion de prostaglandina F2a, lo que puede resultar en lutedlisis y pérdida de la
gestacion (Daels et al., 1987; 1989).

Los productos que han sido probados en equinos para el mantenimiento de la gestacion y

gue actualmente estan en el mercado, son:

e Progesterona inyectable con un vehiculo oleoso como el aceite de sésamo.

e Altrenogest (sintético)

El progestageno mas utilizado en México para la sincronizacion de estros o la supresion
del estro en yeguas es el altrenogest (Regumate), el cual se administra por via oral, ya
sea como medicacion individual o mezclado en el grano. La dosis que se ha utilizado

con éxito es de 0.044 mg/kg por dia (Zarco y Boeta, 2000).

En la actualidad no existe una férmula especifica etiquetada para su uso en yeguas
prefiadas, por lo que el uso de la progestagenos exdgenos para el mantenimiento de la
gestacion se realiza bajo el criterio del médico veterinario. Generalmente se administra
altrenogest a una dosis diaria de 0.044mg/kg (Altrenogest, Regumate-Intervet), que es la

misma utilizada para la sincronizacion de estros. También se ha utilizado la administracion



intramuscular diaria de progesterona oleosa en dosis de 0.2-0.3 mg/kg/dia. Aunque
ambos tratamientos han sido eficaces para mantener la gestacion en yeguas
experimentales a las que se les ha eliminado la fuente enddgena de progesterona
(Hinrichs et al., 1986; Luliano y Squires, 1986), y su administracion diaria es un
inconveniente. Lamentablemente algunos otros progestagenos sintéticos con mayor vida
media no han demostrado ser eficaces para mantener la gestacion en la yegua (McKinnon
et al., 2000)

2.5.1 El altrenogest (Regumate)

El altrenogest (aliltrenbolona, 17a-alil-17p-hidroxi-estra-4,9,11-trien-3-ona) es un
derivado de la C19-nortestosterona, esteroide que se caracteriza por tener grupos
cetona en las posiciones 9y 11, y un grupo de alilo en la posicion C17. Actla como
progestageno, por lo que imita los efectos de la progesterona y por lo tanto
prepara y mantiene el aparato reproductor femenino para la implantacion

y la gestacion, uniéndose a los receptores para progesterona (Machnik et al., 2007).

Dependiendo de la via de administracion, oral o parenteral, los progestagenos, incluyendo
al altrenogest, pueden presentar diferentes efectos de acuerdo a su metabolismo.
Después de su administracion oral el altrenogest se absorbe rapidamente y alcanza una
concentracion maxima en suero dentro de 2-5 hrs, teniendo una vida media més larga que
la progesterona enddgena, asi como niveles plasmaticos estables en el uso a largo plazo.

Es metabolizado en el higado y secretado a través de la orina (Machnik et al., 2007).

Los efectos biolégicos de los esteroides a nivel celular son mediados por receptores
intracelulares. La capacidad de los progestagenos sintéticos para unirse al receptor de
progesterona varia entre los diferentes compuestos, lo que afecta sus efectos biolégicos.
Sin embargo, se han realizado pocos estudios comparando los diferentes progestagenos;
y muy pocos han sido evaluados a largo plazo y aln menos se han evaluado en equinos
(Schindler et al., 2003).



El altrenogest se ha utilizado en equinos para acortar la época de transicién, para
suprimir el estro, para la sincronizacion de estros y para el mantenimiento de la gestacion
en yeguas con problemas de la glandula litea o para transferencia de embriones. El
tratamiento con altrenogest provoca una inhibicién en la liberacion de LH hipofisiaria por lo
gue los foliculos no pueden crecer, madurar y ovular. Durante el tratamiento con este
progestageno en yeguas gque se encuentran ciclando disminuye significativamente el
tamafio y nimero de foliculos mayores o iguales a 40 mm, por lo que el comportamiento
estral se ve mermado por la poca produccion de estrégenos por parte de los foliculos. La
receptividad sexual se suprime de 2 a 3 dias después de haber iniciado el tratamiento
(Smith, 2007).

En yeguas gestantes el altrenogest se ha utilizado cuando se sospecha de hipofuncién
litea o cuando se espera una lutedlisis prematura debida a endometritis (Daels, 2004). La
terapia con altrenogest debe ser monitoreada mediante ultrasonografia y la determinacién
de las concentraciones de progesterona endogena, ya que el progestageno puede reducir
la produccién lutea de progesterona endégena debido a sus efectos de retroalimentacion
negativa sobre la secrecion de LH hipofisiaria. Por esta razon, si se inicia terapia con
altrenogest, la misma debe mantenerse hasta que la eCG se comience a secretar y
estimule una produccion adecuada de progesterona por parte de los cuerpos lateos
secundarios y/o accesorios, o bien hasta la etapa de la gestacién en la que la unidad feto-
placentaria se encarga de la produccién de progestagenos (Daels, 2004).

Las yeguas gestantes con embrion mula producen muy poca eCG y solamente durante
un periodo muy corto de la gestacion, por lo que después de los 60 dias de la gestacion
sus concentraciones son indetectables (Boeta y Zarco, 2005; Boeta, 2008). En esta
situacion, la eCG no puede encargarse de mantener la funcion latea, la que
probablemente es mantenida exclusivamente por LH hipofisiaria. De ser asi, la
administracion de altrenogest podria suprimir la funcion Ilatea hasta niveles
incompatibles con el mantenimiento de la gestacién una vez suprimida la administracion
del progestageno. Por esta razdén, la gestacion de yeguas servidas con burro puede ser
un buen modelo para determinar si la LH hipofisiaria contribuye al mantenimiento de la
funcion latea en etapas de la gestacion en las que normalmente esta funcién es
realizada por la eCG. En yeguas carentes de esta gonadotropina (como las gestantes

con embriébn mula), la presencia continua de un progestageno sintético (altrenogest)



podria resultar en una reduccion o incluso pérdida de la funciéon de los cuerpos lateos
de la gestacion al no contar estos con el apoyo de la LH ni de la eCG. De ser asi, el
retiro repentino del progestageno en este tipo de yeguas resultaria en deficiencia de
progesterona y aborto.

Por lo tanto, los objetivos del presente trabajo fueron:

e Comparar las concentraciones de progesterona y eCG durante los primeros tres
meses de la gestaciéon en yeguas servidas con burro tratadas o sin tratar con

altrenogest desde el dia 35 hasta el dia 70 de la gestacion.

e Comparar el nimero de ovulaciones suplementarias presentadas durante los
primeros 3 meses de la gestacion en yeguas servidas con burro tratadas o sin
tratar con altrenogest desde el dia 35 hasta el dia 70 de la gestacion.

e Comparar la incidencia de abortos en ambos grupos.

e Determinar en cada grupo si la ocurrencia de abortos fue precedida por una

deficiencia en la produccion de progesterona.



3. MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se realiz6 en el antiguo Centro de Ensefianza, Investigacion y
Extension en Produccién Agricola y Ganaderia (CEIEPAG) de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autbnoma de México, localizado en

Chalco, Estado de Meéxico, a 19° 09” latitud norte.

ANIMALES

Se utilizaron 30 yeguas criollas gestantes de entre 5 y 10 afios de edad, con peso
promedio de 270 kg, las cuales habian sido inseminadas con semen de burro. Al
momento del diagndstico de gestacion (dia 15 post-ovulacion) se dividieron al azar en
dos grupos. El grupo experimental, conformado por 15 yeguas que fueron tratadas con
altrenogest (0.088 mg/kg/dia) durante la gestacion, y el grupo testigo con 15 yeguas, a
las cuales no se les aplicé ningun tratamiento.

Las yeguas fueron alojadas en corrales dotados de espacio, bebederos y comederos
suficientes, con agua ad libitum y una alimentacién a base de heno de avena, heno de
alfalfa y concentrado comercial. Antes de iniciar el estudio, a cada yegua se le realizé
un examen fisico general para descartar cualquier enfermedad, asi como un examen
ginecolégico completo para verificar la ausencia de condiciones patoldgicas
clinicamente detectables. Posteriormente las yeguas fueron desparasitadas, pesadas e
identificadas.

Se detectaron calores todos los dias utilizando un garafion. Una vez las yeguas en estro
se realiz6 una exploracion ginecoldgica por ultrasonografia para programar la
inseminacion artificial en el momento méas cercano a la ovulacion (Boeta y Zarco, 2005).
Para la inseminacion artificial se colecté semen de un asno Kentucky por medio de una
vagina artificial modelo Missouri. El semen se utiliz6 en fresco para realizar la
inseminacion transcervical. Se realizé el diagnéstico de gestacion a los 15 dias post-
ovulacién con un aparato de ultrasonido en tiempo real (Aloka 210, Echo Camera SSD-
506; Aloka Co., LTD, Tokio, Japan) equipado con un transductor de 5 MHz. A partir de
los 30 dias de gestacion se realizaron ultrasonidos dos veces por semana para
determinar perdidas de gestacion, o hasta los 120 dias de la gestacion. En cada
evaluacion ultrasonogréfica se determinaba la viabilidad fetal por medio de la presencia

del latido cardiaco, movimiento fetal y las pulsaciones del cordon umbilical del producto.



TRATAMIENTO

A partir del dia 35 de la gestacion, a las yeguas del grupo experimental se les
administré altrenogest por via oral a una dosis diaria de 0.088 mg/kg hasta el dia 70 de
gestacion, mientras que al grupo testigo que no recibid altrenogest, se le administré un
placebo (agua). En el mismo periodo se obtuvieron muestras sanguineas dos veces por
semana mediante puncién de la vena yugular, utilizando tubos vacutainer con gel
activador de suero, para la determinacion de las concentraciones de progesterona y
gonadotropina coriénica equina. Las muestras de sangre se centrifugaron a 3000
revoluciones por minuto (rpm) durante 10 minutos dentro de la primera hora posterior a
su obtencion para separar el suero, el cual se almacend a -20°C hasta que se
determinaron las concentraciones de progesterona y eCG en el laboratorio de
endocrinologia del Departamento de Reproduccién en la FMVZ de la UNAM.

Para la determinacién de las concentraciones de progesterona en suero se realizé por
radioinmunoanalisis de fase sélida, empleando un kit Coat-A-Count® Progesterona
(Diagnostic Product Corporation, Los Angeles, C.A., U.S.A) (Pulido et al., 1991) con una
limite de sensibilidad del ensayo de 0.1 ng/ml y coeficiente de variacion intraensayo del
4% e interensayo del 7%.

La determinacion de las concentraciones de eCG en suero se realizo
enzimoinmunoensayo (ELISA) en placas de micro titulacién, basado en el principio de
sandwich (DGR, Instruments Marburg, Alemania) (Voller et al., 1978). El limite de
deteccion del ensayo fue de 6.28 mUI/ml y un coeficiente de variacion intraensayo de
5.6% para valores bajos y 9.9% para valores altos, y un coeficiente de variacion

interensayo de 6.03%.

ANALISIS ESTADISTICO

Se calcularon las medias por minimos cuadrados de las concentraciones semanales de
progesterona y eCG de las gestaciones en las que no hubo pérdida del producto
(gestaciones normales), comparandose entre grupos con las concentraciones
semanales de cada hormona por medio de un analisis de varianza para mediciones
repetidas, tomando al grupo y la semana como efectos principales y el efecto de la
yegua anidado dentro del grupo (Boeta y Zarco, 2005). La prueba para comparar la
incidencia de pérdidas de gestacion fue la prueba exacta de Fisher, donde las

diferencias no fueron significativas.
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Fig. 1 Diagrama que muestra las actividades llevadas a cabo durante el trabajo de campo
en ambos grupos de animales. IA=Inseminacidon Artificial; Dx gx= Diagnhéstico de
gestacion; n= numero de animales; Semana X= enumera las semanas consecutivas desde

la semana 5 hasta la semana 17.



4. RESULTADOS:

4.1 Incidencia de pérdidas de gestacion

La incidencia total de pérdidas de gestaciébn ocurridas en yeguas tratadas con
altrenogest fue del 26.6%. Durante la administracion de la hormona ocurrieron tres
abortos y al retiro del mismo se presentd otra pérdidas de gestacion (Cuadro 1). La
incidencia total de pérdidas de gestacion en yeguas que no recibieron el tratamiento fue
del 13.3%, presentandose dos abortos después del dia 70 de la gestacion. La diferencia

en la incidencia de pérdida de gestacién entre grupos no es significativa (p>0.05).

Cuadro 1. Incidencia de pérdidas de gestacion en yeguas tratadas con altrenogest

Gestaciones

GRUPO Pérdidas de gestacion

durante el tratamiento

(35-70 dias)

Abortos después del fin
del tratamiento

(> 70 dias)

normales

Experimental

Plata (dia 45)

11

(n=15) Diamante (dia 66) Perla (dia 94)

Baya (dia 71)
Testigo 0 Negra (dia 70) 13
(n=15) Ronaldifia (dia 97)

4.2 Ovulaciones suplementarias

En el cuadro 2 se encuentran los resultados respecto a la formacion de cuerpos lateos
suplementarios en el grupo testigo y en el grupo experimental. En el primer grupo el
86.6 % de las yeguas presentaron al menos un CL suplementario mientras que solo el
40 % de las yeguas tratadas con altrenogest presentaron un CL suplementario. La
diferencia entre grupos fue mas importante si se considera solamente el periodo entre
los 35 y los 70 dias de gestacion, que corresponde al periodo de tratamiento con
altrenogest, ya que el 73.3 % de las yeguas testigo y solo el 20 % de las tratadas
formaron cuerpos liteos suplementarios en ese periodo, siendo esta diferencia

significativa (p<0.05).



Cuadro 2. Numero de yeguas tratadas o sin tratar con altrenogest que

formaron cuerpos luteos suplementarios durante los primeros 120 dias de

gestacion.
GRUPO Yegua Dia (s) en que formé Total de CLs Yeguas sin CLs
suplementarios suplementarios
CLs suplementarios
Durante del Después del
Tratamiento Tratamiento
Experimental Alazana 50 - 1 No Abortaron
Colorada 50 - 1 Angustias
Vaca 69 - 1 Gloria
Lupe - 84 1 Gris
Mia - 88 1 Huesos
Magnolia - 118 1 Lince
Abortaron
Baya (dia 71)
Diamante (dia 66)
Perla (dia 94)
Plata (dia 45)
Testigo Asturiana 52 - 1
Colorina 48,57 - 2 No Abortaron
Giaconda 43 105 2 Rose
Gitana 35 - 1
Lola 47,63 - 2
Manchitas 42 93 2 Abortaron
Marimbacha 42 - 1 Negra (dia 76)
Paolina - 92,97 2
Peque 40 79,82 3
Rana 52 - 1
Rosilla - 86 1
Rubia 41 - 1
Aborto6 (dia 97) 42 - 1
Ronaldifia




4.3 Concentraciones de progesteronay eCG en yeguas tratadas con altrenogest

En la figura 2 se observa que las concentraciones promedio de progesterona entre la
semana 5 y la semana 17 de la gestacén de yeguas gestantes con semen de burro y
tratadas con altrenogest siempre fueron similares a las del grupo testigo y no se
encontraron diferencias significativas (p>0.05). En ambos grupos la maxima

concentracion de progesterona se alcanzo en la semana 7 de la gestacion.
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Fig. 2 Concentraciones promedio de progesterona en yeguas gestantes con embrién mula
del grupo experimental y del grupo testigo. Las concentraciones de progesterona no
fueron significativamente diferentes entre los grupos (p>0.05). Las barras representan el
error estandar. La franja oscura indica el periodo de tratamiento en las yeguas del grupo
experimental.



En la figura 3 se muestran las concentraciones medias de eCG en yeguas con
gestacion mular del grupo experimental y del grupo testigo. Las diferencias entre grupos
no son significativas (p>0.05). Las concentraciones promedio de eCG alcanzaron su

maximo nivel en ambos grupos durante la semana 7 de la gestacion.
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Fig. 3 Concentraciones promedio de eCG en gestaciones mulares en el grupo
experimental y testigo. Las diferencias no fueron significativamente diferentes(p>0.05).
Las barras representan el error estandar. La franja oscura indica el periodo de tratamiento
para las yeguas del grupo experimental.



En la figura 4.se muestran las concentraciones promedio de progesterona y eCG en
gestaciones normales y en gestaciones que se perdieron entre la semana 5y 17 en el
grupo experimental, y en la figura 5 se muestra la misma comparacion para las yeguas
del grupo testigo. En el grupo experimental las concentraciones de progesterona
fueron estadisticamente diferentes (p<0.05) entre tipos de gestacidon desde la semana
8 ala 17 y las de eCG solo fueron diferentes en la semana 8 (figura 4). En el caso de
las yeguas testigo, las concentraciones de progesterona fueron mayores (p<0.05) en las
gestaciones normales que en las terminadas en aborto durante las semanas 10, 11 y

12,y las de eCG durante las semanas 7 y 8.
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Fig. 4 Concentraciones promedio de P4 y eCG en gestaciones normales y gestaciones que
terminaron en aborto en el grupo experimental. Los asteriscos indican las semanas en las
cuales hay diferencia estadistica (p<0.05). Las barras representan el error estandar.La

franja oscura indica el periodo de tratamiento para las yeguas del grupo experimental.
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Fig. 5 Concentraciones promedio de P4 y eCG en gestaciones normales y gestaciones
terminadas en aborto en yeguas del grupo testigo. Los asteriscos indican las semanas en
las cuales hay diferencia estadistica (p<0.05). Las barras representan el error estandar. La
franja gris indica el periodo de tratamiento para las yeguas del grupo experimental.



4.4 Descripcion de los abortos ocurridos en yeguas con gestaciones mulares
tratadas con altrenogest.

A continuacion se describira el caso de cada yegua que sufri6 pérdida de gestacion
tanto en el grupo experimental como en el testigo, presentando las concentraciones
hormonales de progesterona (P4) y gonadotropina coriénica equina (eCG),
comparandolas contra los valores promedio obtenidos en las gestaciones normales de
su mismo grupo. Con base a lo anterior se establecié la posible causa de muerte del
producto.

En la yegua Plata, desde la quinta semana que inicio el tratamiento con altrenogest
produjo poca progesterona, reduciéndose a niveles basales en la octava semana. La
muerte fetal se produjo en la sexta semana, cuando las concentraciones de
progesterona eran de alrededor de 3 ng/ml. La secreciéon de eCG fue siempre muy
reducida. Esta yegua no formé cuerpos lateos suplementarios, sugiriendo que el aborto
se debid a insuficiencia litea secundaria por falta de apoyo por la eCG.
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Fig. 6 Concentraciones de P4 y eCG en diferentes semanas de gestaciéon en una yegua tratada con
altrenogest que sufrié aborto por deficiencia litea secundaria a la falta de apoyo de la eCG. Las
flechas indican el momento de la pérdida de gestacion y la franja oscura el periodo de tratamiento
con altrenogest.



En la yegua Diamante a partir de la sexta semana comenzaron a disminuir los niveles
de progesterona hasta legar a niveles basales en la semana 10, detectandose la muerte
fetal en la semana 9. Las concentraciones de eCG nunca se elevaron y permanecieron
a niveles basales y no hubo formacién de cuerpos luteos suplementarios. En esta yegua
también parece haber ocurrido el aborto por deficiencia lutea secundaria por deficiencia
de eCG.
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Fig. 7 Concentraciones de P4 y eCG en yegua tratada con altrenogest que terminé en
aborto por deficiencia latea secundaria. Las flechas indican el momento de la pérdida de
gestacion y la franja oscura el periodo de tratamiento con altrenogest.



En la yegua Baya las concentraciones de progesterona disminuyeron paulatinamente a
partir de la séptima semana para llegar a niveles basales (1 ng/ml) en la semana 10,
cuando ocurrié el aborto. Las concentraciones de eCG en esta yegua nunca se elevaron
y no hubo formaciéon de cuerpos liteos suplementarios, por lo que se sugiere que el
aborto fue ocasionado por insuficiencia litea secundaria por falta de apoyo

gonadotropico.
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Fig. 8 Concentraciones de P4 y eCG en una yegua tratada con altrenogest que aborté por
deficiencia latea secundaria a una falta de apoyo de eCG. Las flechas indican el momento
de la pérdida de gestacion y la franja oscura el periodo de tratamiento con altrenogest.



La yegua Perla presentd concentraciones mayores de progesterona y eCG que las
yeguas con gestacion normal. Sus concentraciones de progesterona alcanzaron los 20
ng/ml en la semana 6 y se mantuvieron por encima de los 10 ng/ml hasta la semana 11.
Sin embargo tres semanas después del retiro del altrenogest ocurrié la muerte fetal tras
registrarse una caida subita en los niveles de progesterona, lo que sugiere una luteolisis
activa. Las concentraciones de eCG durante las primeras semanas fueron mas
elevadas que las concentraciones promedio de las yeguas con gestacion normal,
indicando que las copas endometriales se desarrollaron adecuadamente, a pesar de lo

cual no existio la formacion de cuerpos luteos suplementarios.
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Fig. Fig. 9 Concentraciones de P4 y eCG en diferentes semanas de gestacién en una
yegua tratada con altrenogest que sufrié aborto por luteolisis activa. Las flechas indican
el momento de la pérdida de gestaciéon y la franja oscura el periodo de tratamiento con
altrenogest.



4.5 Descripcion de los abortos ocurridos en yeguas con gestaciones mulares

que no recibieron tratamiento con progestagenos

La yegua Negra desde el inicio del trabajo tenia concentraciones de progesterona
ligeramente menores a las presentadas en yeguas con gestaciones normales. En la
semana 9 se inicié un subito descenso en las concentraciones de progesterona y en la
décima semana se detectd la muerte fetal, cuando sus concentraciones de P4 eran de
alrededor de 3 ng/ml. Las concentraciones de eCG de esta yegua fueron siempre mas
bajas de lo normal y no se formaron cuerpos liteos suplementarios. Los datos sugieren

gue el aborto de esta yegua se debio6 a deficiencia lutea secundaria por falta de eCG.

—@—Negra aborto

—{= Gestacion normal
feto mula

P4 ng/ml
N
=

200 -
180 -
160 -
140 -
120 -
100

80 -
60 -
40 -
20 -

eCG Ul/ml

5 6 7 3 9 10 11 12 13 14 15 16 17
SEMANAS DE GESTACION

Fig. 10 Concentraciones de P4 y eCG en diferentes semanas de gestacion en una yegua
del grupo testigo que sufrié aborto por deficiencia litea secundandaria, por falta de apoyo
en la secrecion de eCG. Las flechas indican el momento de la pérdida de gestacion y la
franja gris el periodo de tratamiento con altrenogest en el grupo experimental.



La yegua Ronaldiia en la semana cinco de gestacién presentd una ovulacién
secundaria y concentraciones de progesterona mas elevadas que el promedio general
de las yeguas que no abortaron, teniendo un pico de 15 ng/ml en la sexta semana, el
cual coincidié con el pico de eCG. Posteriormente la progesterona decrecio hasta llegar
a niveles basales en la semana 13, cuando se detectd la muerte fetal. La eCG habia
llegado a niveles basales desde la semana 10. Los datos sugieren que el aborto de

esta yegua se debio a deficiencia lltea secundaria por falta de eCG.
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Fig. 11 Concentraciones de P4 y eCG en diferentes semanas de gestaciéon en una yegua
del grupo testigo que sufrié aborto por deficiencia litea secunadri a falta de apoyo en la
secrecion de eCG. Las flechas indican el momento de la pérdida de gestacién, el circulo la
formacién de un cuerpo luteo suplementario y la franja gris el periodo de tratamiento con
altrenogest en el grupo experimental.



4.6 Concentraciones hormonales y formacion de cuerpos lateos secundarios
en yeguas tratadas con altrenogest que no perdieron la gestacion

4.6.1 Yeguas tratadas con altrenogest con concentraciones bajas de progesterona
asociadas a deficiencia parcial o total en la secrecion de eCG
Las yeguas Gris, Lupe, Vaca y Magnolia (figuras 12, 13, 14 y 15 respectivamente)

presentaron durante el tratamiento con altrenogest al menos un periodo con
concentraciones de progesterona por debajo de las yeguas de su grupo que no
abortaron, lo que en el caso de Gris y Lupe (figs 12 y 13) estuvo acompafiado por
concentraciones basales de eCG y en el caso de Vaca y Magnolia (figuras 14 y 15) se
asocié con un retraso en la elevaciéon de las concentaciones de eCG. La yegua Gris,
fue la Unica de estas cuatro yeguas gque tuvo una ausencia total de eCG y también la

Unica de las tres que nunca formé cuerpos lateos suplementarios.
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Fig. 12 Concentraciones de P4 y eCG en diferentes semanas de gestaciéon en una yegua
tratada con altrenogest que tuvo gestacion normal a pesar de tener bajas concentraciones
de progesterona y eCG. La franja negra debajo de la grafica indica el periodo de
tratamiento con altrenogest.
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Fig. 13 Concentraciones de P4 y eCG en diferentes semanas de gestaciéon en una yegua
tratada con altrenogest que tuvo una gestacion normal a pesar de tener una fuerte caida
en sus concentraciones de progesterona a partir de la seman 8. Los circulos indican el
momento en que se formé un cuerpo liteo suplementario. La franja negra debajo de las
graficas indica el periodo de tratamiento con altrenogest.
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Fig. 14 Concentraciones de P4 y eCG en diferentes semanas de gestaciéon en una yegua
tratada con altrenogest que tuvo una gestacién normal a pesar de tener concentraciones
bajas de progesterona durante las primeras semanas del tratamiento con altrenogest. Los
circulos indican el momento en que se formé un cuerpo luteo suplementario. La franja
negra debajo de las gréficas indica el periodo de tratamiento con altrenogest y Vaca es el
nombre de la yegua.
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Fig. 15 Concentraciones de P4 y eCG en diferentes semanas de gestacién en una yegua
tratada con altrenogest que tuvo una una gestacion normal a pesar de que sus
concentraciones de progesterona siempre fueron mucho mas bajos que el promedio para
gestaciones mulares normales. Los circulos indican el momento en que se formé un
cuerpo luteo secundario. La franja negra debajo de las graficas indica el periodo de
tratamiento con altrenogest.



4.6.2 Yeguas tratadas con altrenogest con concentraciones de progesterona y
eCG iguales o superiores al promedio
Las yeguas Gloria, Huesos, Lince, Alazana y Mia (figuras 16, 17, 18, 19 y 20

respectivamente) presentaron concentraciones de progesterona muy similares (figuras
16, 17 y 18) o superiores (figuras 19 y 20) al promedio de aquellas yeguas de su grupo
gue no abortaron. Las concentraciones de eCG de estas yeguas también fueron
similares (figuras 16 y 17) o superiores (18,19 y 20) al promedio general de las yeguas
de su grupo que no abortaron. Solamente dos de estas 5 yeguas formaron cuerpos
liteos suplementarios, una de ellas durante el tratamiento con altrenogest (figura 19) y

la otra después de suspender dicho tratamiento (figura 20).
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Fig. 16 Concentraciones de P4 y eCG en diferentes semanas de gestaciéon en una yegua
tratada con altrenogest que tuvo una una gestacién normal. La franja negra debajo de las
graficas indica el periodo de tratamiento con altrenogest. Esta yegua no formé cuerpos
liteos suplementarios.
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Fig. 17 Concentraciones de P4 y eCG en diferentes semanas de gestacion en una yegua
tratada con altrenogest que tuvo una gestaciéon normal. La franja negra debajo de las
graficas indica el periodo de tratamiento con altrenogest. Esta yegua no formé cuerpos
luteos suplementarios.
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Fig. 18 Concentraciones de P4 y eCG en diferentes semanas de gestacién en una yegua
tratada con altrenogest que tuvo una gestacién normal. Las concentraciones de
progesterona de esta yegua fueron similares a las del promedio para el grupo a pesar de
secretar cantidades de eCG superiores al promedio. La franja negra debajo de las graficas
indica el periodo de tratamiento con altrenogest. Esta yegua no formé cuerpos liteos
suplementarios.
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Fig. 19 Concentraciones de P4 y eCG en diferentes semanas de gestacién en una yegua
tratada con altrenogest que tuvo una gestacion normal y concentraciones de
progesterona y eCG superiores al promedio para el grupo. Los circulos indican el
momento en que se formé un cuerpo liteo suplementario. La franja negra debajo de la
grafica indica el periodo de tratamiento con altrenogest.
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Fig. 20 Concentraciones de P4 y eCG en diferentes semanas de gestacion en una yegua
tratada con altrenogest que tuvo gestacion normal. Las concentraciones de progesterona
y eCG fueron superiores a las promedio para el grupo. Los circulos indican el momento
en que se formo un cuerpo lateo secundario. La franja negra debajo de las graficas indica
el periodo de tratamiento con altrenogest.



4.6.3 Yeguas tratadas con altrenogest que presentaron discrepancia entre sus
concentraciones de progesteronay eCG

La yegua Angustias (figura 21) presentd entre las semanas 6 y 10 de la gestacion
concentraciones de progesterona muy superiores al de las yeguas de su grupo que no
abortaron a pesar de que sus concentraciones de eCG fueron muy bajas y de que
nunca formé un cuerpo liteo suplementario. La yegua Colorada (figura 22) tuvo
concentraciones de progesterona muy similares al promedio de las yeguas de su grupo
gueno abortaron a pesar de que sus concentraciones de eCG decrecieron en forma

prematura. Esta yegua formé un cuerpo lateo suplementario.
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Fig. 21 Concentraciones de P4 y eCG en diferentes semanas de gestaciéon en una yegua
tratada con altrenogest que tuvo una gestacion normal. La franja negra debajo de las
graficas indica el periodo de tratamiento con altrenogest.
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Fig. 22 Concentraciones de P4 y eCG en diferentes semanas de gestaciéon en una yegua
tratada con altrenogest que tuvo una gestacién normal. Los circulos indican el momento
en que se formé un cuerpo luteo suplementario. La franja negra debajo de las graficas
indica el periodo de tratamiento con altrenogest.



4.7 Concentraciones hormonales y formacion de cuerpos liteos secundarios
en yeguas testigo que no perdieron la gestacion

4.7.1 Yeguas testigo con concentraciones de progesteronay eCG similares al
promedio para gestaciones normales en el grupo
Ocho de las yeguas del grupo testigo que tuvieron una gestacion normal presentaron

concentraciones de progesterona y eCG similares al promedio para este tipo de yeguas
(figuras 23 a 30). Cinco de ellas (figuras 23, 24, 25, 27 y 30) formaron cuerpos liteos
secundarios antes del dia 70 de la gestacién. Otras dos (figuras 26 y 29) formaron
cuerpos luteos suplementarios después del dia 70. Solamente una de ellas (figura 28)
nunca formé cuerpos lateos suplementarios. Las yeguas de las figuras 24 y 25 formaron

cuerpos lateos secundarios tanto antes como después del dia 70.
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Fig. 23 Concentraciones de P4 y eCG en diferentes semanas de gestacion en una yegua
testigo con gestacion normal. Los circulos indican el momento en que se formé un
cuerpo luteo suplementario. La franja gris debajo de la grafica indica el periodo durante el
cual el grupo experimental estaba recibiendo el tratamiento con altrenogest.
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Fig. 24 Concentraciones de P4 y eCG en diferentes semanas de gestacién en una yegua
testigo con gestacion normal. Los circulos indican los momentos en que se formaron
cuerpos luteos suplementarios. La franja gris debajo de la grafica indica el periodo
durante el cual el grupo experimental estaba recibiendo el tratamiento con altrenogest.
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Fig. 25 Concentraciones de P4 y eCG en diferentes semanas de gestaciéon en una yegua
testigo con gestacion normal. Los circulos indican los momentos en que se formaron
cuerpos luteos suplementarios. La franja gris debajo de la grafica indica el periodo
durante el cual el grupo experimental estaba recibiendo el tratamiento con altrenogest
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Fig. 26 Concentraciones de P4 y eCG en diferentes semanas de gestaciéon en una yegua
testigo con gestacion normal. Los circulos indican el momento en que se formaron dos
cuerpos luteos suplementarios en diferentes dias pero dentro de la misma semana (dia 92
y 97 de gestacion). La franja gris debajo de la grafica indica el periodo durante el cual el
grupo experimental estaba recibiendo el tratamiento con altrenogest.
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Fig. 27 Concentraciones de P4 y eCG en diferentes semanas de gestaciéon en una yegua
testigo con gestacion normal. Los circulos indican el momento en que se formé un
cuerpo luteo suplementario. La franja gris debajo de la grafica indica el periodo durante el
cual el grupo experimental estaba recibiendo el tratamiento con altrenogest.
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Fig. 28 Concentraciones de P4 y eCG en diferentes semanas de gestaciéon en una yegua
testigo con gestacion normal. Esta yegua no formé cuerpos lateos suplementarios. La
franja gris debajo de la grafica indica el periodo durante el cual el grupo experimental
estaba recibiendo el tratamiento con altrenogest.



—&—Rosilla

40 - —= Gestacion normal
35 - feto mula

30 -
25
20

P4 ng/ml

15 -

200 -
180 -
160 -
140 -
120 -
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -

eCG Ul/ml

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

Fig. 29 Concentraciones de P4 y eCG en diferentes semanas de gestacién en una yegua
testigo con gestacion normal. Los circulos indican el momento en que se formé un
cuerpo lateo suplementario. La franja gris debajo de la grafica indica el periodo durante el
cual el grupo experimental estaba recibiendo el tratamiento con altrenogest.
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Fig. 30 Concentraciones de P4 y eCG en diferentes semanas de gestaciéon en una yegua

testigo con gestacion normal. Los circulos

indican el momento en que se formé un

cuerpo lateo suplementario. La franja gris debajo de la grafica indica el periodo durante el
cual el grupo experimental estaba recibiendo el tratamiento con altrenogest.



4.7.2 Yeguas testigo con gestaciones normales y  concentraciones de
progesterona marcadamente superiores al promedio del grupo
Tres de las yeguas del grupo testigo que tuvieron gestacidbn normal presentaron

concentraciones de porgesterona considerablemente superiores al promedio de las
yeguas testigo con gestacion normal (figuras 31, 32 y 33). Todas ellas formaron méas de
un cuerpo lateo suplementario durante los primeros 70 dias de la gestacion. La yegua
“Peque” (figura 31) formd dos cuerpos luteos suplementarios simultaneamente en la

semana 5 y otros dos, también simultaneos en la semana 11.
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Fig. 31 Concentraciones de P4 y eCG en diferentes semanas de gestaciéon en una yegua
testigo con gestaciéon normal y que tuvo concentraciones de progesterona notoriamente
elevadas. Los circulos indican el momento en que se formaron cuatro cuerpos liteos
suplementarios en diferentes dias pero dentro de la misma semana(dia 35, 40 y 79, 82 de
gestacion). La franja gris debajo de las graficas indica el periodo de tratamiento con
altrenogest en el grupo experimental.
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Fig. 32 Concentraciones de P4 y eCG en diferentes semanas de gestacidon en una yegua
testigo con gestacion normal y concentraciones de progesterona elevadas entre las
semanas 5y 10 de la gestacion. Los circulos indican los momentos en que se formaron
cuerpos luteos suplementarios. La franja gris debajo de las graficas indica el periodo de
tratamiento con altrenogest en el grupo experimental.
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Fig. 33 Concentraciones de P4 y eCG en diferentes semanas de gestacion en una yegua
testigo con gestacién normal y concentraciones de progesterona elevadas a partir de la
semana 8 de la gestaciéon. Los circulos indican los momentos en que se formaron
cuerpos luteos suplementarios. La franja gris indica el periodo de tratamiento con
altrenogest en el grupo experimental.



4.7.3 Yeguas testigo con gestaciones normales y concentraciones reducidas
de progesterona
Dos yeguas del grupo testigo tuvieron gestacién normal a pesar de haber presentado

concentraciones de progesterona mas bajas que el de las yeguas de su grupo con
gestacion normal durante alguna etapa de la gestacion. La yegua Marimbacha (figura
34) presentd inicialmente concentraciones de progesterona similares a las del promedio
del grupo y form6 un cuerpo liteo suplementario en la semana 5 pesar de tener
concentraciones reducidas de eCG. A partir de la semana 10 en esta yegua se presenté
una muy marcada caida en las concentraciones de progesterona, a pesar de lo cual no
se perdid la gestacion. La yegua “Gitana” mostré concentraciones reducidas de
progesterona entre las semanas 5y 10 a pesar de tener concentraciones adecuadas de

eCG y haber formado un cuerpo liteo suplementario en la semana 5.
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Fig. 34 Concentraciones de P4 y eCG en diferentes semanas de gestaciéon en una yegua
testigo con gestacion normal a pesar de tener concentraciones muy bajas de
progesterona después de la semana 10. Los circulos indican el momento en que se formé
un cuerpo luteo suplementario. La franja gris debajo de las graficas indica el periodo de
tratamiento con altrenogest en el grupo experimental.
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Fig. 35 Concentraciones de P4 y eCG en diferentes semanas de gestacidon en una yegua
testigo con gestacion normal que tuvo concentraciones reducidas de progeserona entre
las semanas 5 y 9 de la gestacion. Los circulos indican el momento en que se formé un
cuerpo luteo suplementario. La franja gris debajo de las graficas indica el periodo de
tratamiento con altrenogest en el grupo experimental.



5. DISCUSION

Incidencia de abortos

Durante los primeros 40 dias de la gestacion el cuerpo liteo primario es mantenido por
la LH hipofisiaria, mientras que en etapas posteriores es estimulado por la eCG (Daels
et al., 1989; Saint-Dizier et al., 2003). Sin embargo, en la gestacion mular la deficiente
funcion de las copas endometriales y su rapida regresion entre la semana 7 y la 11
provoca gue las concentraciones de eCG se eleven menos que en las gestaciones con
embrién equino, lo que también resulta en menores concentraciones de progesterona
en las gestaciones mulares a partir de la octava semana de gestacién (Boeta y Zarco,
2005; 2010).

Aunque la mayoria de las yeguas gestantes con producto mula presentan
concentraciones mucho menores de eCG y progesterona que las yeguas gestantes con
producto equino, existen variaciones individuales que resultan en un nimero de yeguas
gestantes con producto mula practicamente que no producen eCG, mostrando
solamente una pequefia elevacién durante una o dos semanas o inclusive manteniendo
niveles basales en todo momento (Boeta y Zarco, 2005). Sin embargo, a pesar de esta
ausencia casi total o parcial de eCG, muchas de estas yeguas logran mantener una
produccién de progesterona suficiente y llevar a término su gestacién, por lo que se ha
sugerido que sus cuerpos liteos podrian ser mantenidos por LH hipofisiaria (Boeta y
Zarco, 2005).

Allen y colaboradores en 1987 utilizaron un modelo de gestaciéon con nula produccion
de eCG, lo cual fue logrado mediante la transferencia de embriones de burro a yeguas.
En esas gestaciones el cuerpo liteo primario se mantenia funcionando durante los
primeros 3 meses de la gestacion a pesar de la ausencia total de eCG, pero
posteriormente se perdia la gestacion. En un intento infructuoso por mantener por mas
tiempo las gestaciones, ellos administraron un progestageno sintético. En las gréficas
del trabajo de Allen et al. (1987) se advierte claramente que al administrar el
progestageno sintético se produjo una caida inmediata en las concentraciones de
progesterona, lo que sugiere que el progestageno sintético inhibié la secrecion de LH,
eliminando la Unica fuente de sefales luteotrGpicas en la yegua gestante con embrién

burro.



Todo lo anterior sugiere que en la yegua gestante la eCG estimula la funcién litea, pero
gue esta estimulacién no es indispensable ya que la LH de origen hipofisiario es capaz
de mantener la funcion lutea en casos de ausencia total de eCG, como ocurre al
transferir embriones de burro a yeguas (Allen et al., 1987) o en algunos casos de

gestacion mular en yeguas.

Los resultados del presente trabajo apoyan el redundante papel luteotropico de la LH y
la eCG ya que la administracion de altrenogest suprimié rapidamente y en forma total la
funcién latea en las yeguas que nunca mostraron elevaciones en sus concentraciones
de eCG (figuras 6, 7 y 8), pero no en aquellas con concentraciones de eCG tipicas de
una gestacion mular (figuras 15, 16, 17) o en aquellas con concentraciones de eCG mas

altas de lo normal para gestaciones mulares (figuras 18, 19, 20).

Sin embargo, hubo otros casos en los que la administracion de altrenogest en yeguas
con concentraciones basales de eCG solamente resulté en una supresion parcial (figura
12) o tardia (figura 13) de la funcién latea, lo que podria deberse a una supresion
incompleta de la secrecion de LH por el altrenogest. Alternativamente, algunos cuerpos
liteos de la yegua gestante podrian mantener temporalmente una funcién suficiente sin

necesidad de un soporte luteotropico.

A pesar de la importancia de la LH para mantener la funcién litea durante gestaciones
carentes de eCG, los resultados de este trabajo sugieren que en presencia de
cantidades suficientes de eCG la LH deja de ser requerida para mantener una funcién
litea normal, ya que las yeguas que produjeron concentraciones de eCG mas elevadas
de lo normal para gestaciones mulares tuvieron también concentraciones mas altas de
progesterona a pesar de estar recibiendo altrenogest (figuras 18, 19, 20). Esto sugiere
gue durante gestaciones equinas normales (yeguas servidas con caballo) la funcién
luitea es estimulada béasicamente por la eCG, ya que dichas yeguas tienen
concentraciones de eCG mucho mas elevadas que las observadas en yeguas gestantes
con embriébn mula, por lo que también tienen concentraciones mas elevadas de

progesterona (Boeta y Zarco, 2005)



Debido a que el tratamiento con altrenogest solamente afectdé la funcién latea de
algunas yeguas que tenian concentraciones excesivamente bajas de eCG, las
concentraciones promedio de progesterona encontradas en el grupo tratado y el control
fueron muy similares y no se encontraron diferencias significativas entre grupos. Dichos
patrones hormonales coinciden con lo encontrado por otros autores (Allen, 1984; Allen y
Stewart 1993; Boeta y Zarco, 2005). Esto sugiere que solamente una proporciéon de las
yeguas con gestacion mular producen cantidades tan pequefias de eCG que mantienen
una dependencia hacia la LH. En el resto de los casos, aunque las concentraciones de
eCG son mucho menores que las de las yeguas gestantes con caballo, parecen ser
suficientes para mantener una funcion litea adecuada aun cuando la LH es suprimida

mediante la administracion de altrenogest.

Ocurrencia de ovulaciones suplementarias

Aunque la LH no parece ser necesaria para mantener la funcion del cuerpo lateo
primario en yeguas con concentraciones adecuadas de eCG, si parece ser muy
importante para inducir la formacién de cuerpos lateos secundarios, ya que solamente
un 20 % (3/15) de las yeguas tratadas con altrenogest formaron un cuerpo liteo
suplementario durante el periodo de administracion del progestageno (semana 5 a 10),
mientras que el 73 % (11/13) de las yeguas no tratadas lo hicieron, siendo esta

diferencia significativa (p<0.01).

Las dos yeguas que si lograron formar un cuerpo liteo suplementario durante el
tratamiento con altrenogest lo hicieron inmediatamente después de mostrar una
elevacion repentina de eCG, que podria haber sido interpretada como un pico
preovulatorio de LH. Otros autores han encontrado que al administrar un progestageno
a yeguas gestantes con feto equino se siguen presentando ovulaciones secundarias y/o
accesorias entre los 32 y 85 dias de la gestacion, las que son seguidas por aumentos
en las concentraciones de progesterona plasmatica (Voller et al., 1991), lo que sugiere

gue las concentraciones de eCG presentes durante una gestaciéon con embrién equino



son en la mayoria de los casos, suficientes para inducir la ovulacién en ausencia de

secrecion de LH provocada por la administracién de progestagenos.

Para un desarrollo normal de los cuerpos liteos suplementarios se ha considerado que
se requiere la eCG. Este concepto es apoyado por los resultados del presente trabajo,
en el que no se encontré la formacién de CL suplementarios en ninguna yegua con
ausencia total de eCG, tratada o no tratada con altrenogest. Por otra parte, la gestacion
puede ser mantenida por varias semanas y adn continuar hasta su término sin la
presencia de eCG y cuerpos liteos secundarios, lo que sugiere que en esos casos la
LH hipofisiaria se hace cargo de mantener una funcion latea suficiente por parte del
cuerpo lateo primario. De esta forma, como lo sugiri6 Allen (2001a), la progesterona
producida por los cuerpos lateos secundarios no es indispensable para el
mantenimiento de la gestacion, simplemente permiten asegurar una fuente extra de

progesterona en caso de una regresion prematura del cuerpo lUteo primario.

En el presente trabajo se realiz6 por primera vez un intento en determinar que la
retroalimentacién negativa sobre la secrecion de LH materna provocada por la
administracién de un progestageno sintético provocaria una pérdida de la funciéon del
cuerpo lateo primario y consecuentemente la pérdida de la gestacion al retirar el
progestageno, administrando una ddsis del altrenogets del doble de la recomendada para
la sincronizacion de estros. Esta dosis, de 0.088 mg/kg fue utilizada para aumentar la
probabilidad de inhibir la secreciébn de LH, ya que se ha encontrado que esta dosis
provoca un retraso en el desarrollo folicular y la ovulacion mayor al provocado por la dosis
convencional de 0.044 mg/ml (James et al 1997; Bruemmer et al., 2000; Lee, 2003). En
este sentido, Lofstedt y Patel (1989) informaron que la dosis convencional de altrenogest
inhibe muy poco la secrecion de LH. Otros investigadores han empleado la dosis de
0.088 mg/kg para evaluar sus efectos sobre la secrecion de LH y progesterona en yeguas
no gestantes (Bruemmer et al., 2000) Asi mismo Wiepz et al., 1988 demostr6 que el

altrenogest puede suprimir o reducir las concentraciones de LH.



En el presente trabajo, las concentraciones de eCG en las yeguas con embrién mula,
aunque muy reducidas, fueron en la mayoria de los casos suficientes para mantener
una funcién lutea adecuada independiente de la secreciobn materna de LH, lo que
permit6 el mantenimiento de la gestaciéon hasta su término. Solamente en algunos
casos con nula secrecion de eCG se produjo una completa supresion de la funcion latea
en respuesta a la administracién de altrenogest, lo que fue seguido por aborto (figuras
6, 7, 8, 9). Estos resultados son dificiles de interpretar debido a que 3 de los 4 abortos
ocurrieron cuando las yeguas aun estaban siendo tratadas con el altrenogest, y se ha
demostrado que este progestageno sintético es capaz de mantener la gestacién aun en
yeguas ovariectomizadas (Hinrichs et al., 1986; Luliano y Squires, 1986; Voller et al.,
1991). Es posible que durante la administracién de altrenogest se pase por una fase en
la que las concentraciones de la hormona sean suficientes para suprimir la secrecion de
LH y por lo tanto la funcién lutea en yeguas carentes de eCG, pero insuficientes para

mantener la gestacion por si mismas.

En el presente trabajo se encontraron algunas yeguas que mantuvieron la gestacion a
pesar de que la administracion del altrenogest les provoc6 una reduccién importante
(pero no una supresion total) en su secrecién de progesterona (figuras 12, 13, 14, 16,
17). También mantuvieron su gestacion varias yeguas del grupo testigo que produjeron
menos progesterona de lo normal antes (figuras 26, 33) o después (figura 29) del dia
setenta de la gestacion, lo que ya ha sido observado en el pasado en yeguas con
gestacion mular (Boeta y Zarco, 2005). Estos resultados indican que el umbral de
progesterona necesario para mantener la gestacion en el equino puede ser mucho mas
bajo que las concentraciones que normalmente se alcanzan durante la gestacion. Esto
ha sido comprobado experimentalmente al menos para etapas muy tempranas de la
gestacion, ya que Knowles et al. (1993) disefiaron un experimento para determinar la
relacién entre las concentraciones de progesterona y la supervivencia del embrion
durante la gestacion temprana. Ellos transfirieron embriones a yeguas receptoras
ovariectomizadas que recibieron 100 o 1500 mg diarios de progesterona inyectable, lo
gue les produjo concentraciones de progesterona de 2.2 y 25.2 ng/ml, respectivamente
en el dia de la transferencia de los embriones. Ademas transfirieron embriones a
yeguas intactas que tenian un promedio de progesterona de 8.8 ng/ml al momento de la

transferencia. Las tasas de gestacion fueron similares entre los grupos.



Una limitante del presente trabajo es la imposibilidad de medir las concentraciones de LH
en yeguas gestantes. Esto se debe a que la secuencia de aminoacidos de la eCG y la LH
equina es idéntica, por lo que los anticuerpos producidos contra cualquiera de las
hormonas tienen reaccién cruzada con la otra. Dado que las concentraciones de eCG son
entre 100 y 1,000 veces mas elevadas que las de LH y es imposible determinar lo que
ocurre con esta Ultima hormona. En yeguas no gestantes se ha demostrado que existen
variaciones importantes en la absorcion y metabolismo del altrenogest, por lo que también
existe variacion individual en la dosis requerida para lograr la transformacién del
endometrio y la retroalimentacion negativa ejercida sobre la LH hipofisiaria (Schindler et
al., 2003). De esta forma, es imposible asegurar que la dosis de altrenogest utilizada en el
presente trabajo haya sido 100 % efectiva para lograr una retroalimentacion negativa
sobre la LH hipofisiaria. Esto sugiere la necesidad de realizar investigacién adicional
utilizando un método mas directo para suprimir la secrecion de LH, como lo seria el uso
de antagonistas de GnRH (Denniston et al.,, 2006). Este método tendria la ventaja
adicional de que el antagonista de GnRH, a diferencia del altrenogest, no es por si mismo
capaz de mantener una gestacion, por lo que se evitaria la interferencia provocada por

dicho efecto de los progestagenos exdgeos.



6. CONCLUSIONES

Se concluye que la retroalimentacion negativa provocada por el altrenogest sobre la
secrecién de LH evita la formacion de cuerpos luteos suplementarios y resulta en
concentraciones bajas de progesterona en aquellas yeguas con concentraciones
excesivamente bajas de eCG, lo que en ocasiones se asocia con aborto. En yeguas con
concentraciones de eCG similares al promedio para gestaciones mulares la inhibicién
de la secrecién de LH por administracién de altrenogest no reduce la secrecién de

progesterona.

Los resultados del presente trabajo muestran que las yeguas tratadas con altrenogest
sugieren que son mMas susceptibles a perder la gestacion y a desarrollar menos

ovulaciones suplementarias que aquellas que no recibieron tratamiento.

Por otra parte, es evidente que la retroalimentacion negativa ejercida por el altrenogest
(regumate) sobre la secrecion de LH no fue suficiente para inhibir la funcién latea (no hay
diferencia en las concentraciones de progesterona entre el grupo experimental y el
testigo, pero si fue suficiente para impedir la formacién de nuevos cuerpos liteos y como
la produccion de progesterona no se afecto, los abortos que ocurrieron no tuvieron nada
gue ver con el tratamiento, sino que se traté de los abortos que comunmente ocurren en

yeguas servidas con burros.
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