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1. RESUMEN

Se utilizaron 37 yeguas cruza prefladas, que fueron separadas en tres grupos: 15
fueron sometidas a la maniobra manual destinada a la interrupcion de la gestacion en
el dia 70-75; 16 fueron tratadas con un andlogo de prostagiandina F2a en la misma
etapa de gestacion y con el mismo propésito y 6 conformaron el grupo control y
permanecieron prefiadas. Se midieron las concentraciones de eCG mediante el
método de ELISA durante los 20 dias posteriores al aborto y de igual manera en el
grupo control con el objetivo de determinar la dinamica de la hormona y evaluar la
influencia del método de interrupcion de prefiez en la misma. Las concentraciones de
la hormona en las yeguas control fueron mayores (p< 0,05) a las de las yeguas
abortadas. No hubo diferencias entre ambos grupos tratados. Nuestros resultados
confirman que ambos métodos son efectivos en la interrupcién de la prefiez y que la
medicién de eCG no es una herramienta fiable para diagnosticar gestacién. En este
trabajo los niveles de eCG fueron diferentes entre el grupo control y los grupos
tratados, por lo tanto la induccion del aborto alteraria la dinamica de la eCG, sin
embargo la hormona se mantuvo detectable en sangre durante todo el experimento.

2. SUMMARY

Thirty seven crossbred pregnant mares were allocated to three groups: in 15 of them,
the manual procedure for the interruption of gestation in the day 70-75 of pregnancy
was performed; 16 were treated with a prostaglandin F2a analog at the same stage of
gestation and with the same objective and 6 conformed the control group and remained
pregnant. The eCG concentrations were measured by ELISA during the 20 days post
abortion and in the same way as in the control group with the purpose of determining
the dynamics of the hormone and evaluating the influence of the method in the eCG
levels. The hormone concentrations in the control mares were greater (p< 0.05) than
those of the aborted mares. There were no differences between both treated groups.
Our results confirm that both methods are effective for the interruption of the pregnancy
and that the measurement of eCG is not a trustworthy tool to diagnose gestation. In
this work the levels of eCG were different between the control group and the treatment
groups, therefore the induction of the abortion could alter the dynamics of eCG,
although the hormone remained detectable throughout the whole experiment.



3.INTRODUCCION

La eCG (gonadotrofina coriénica equina) es una glicoproteina de alto peso molecular
(70.000 Kda) secretada por estructuras glandulares llamadas copas endometriales.
Denominada en su descubrimiento PMSG (gonadotrofina sérica de la yegua prefiada),
esta hormona es detectable, inicialmente, sélo en la yegua prefiada ya que su fuente
se desarrolla Unicamente es este estado fisiolégico 35-40 dias post concepcion. La
maxima capacidad de secrecién hormonal por parte de las copas se alcanza a los 60-
70 dias de gestacién, comenzando aqui a declinar hasta no ser detectada en el suero
materno unos 80-90 dias después.

Son varios los métodos disponibles para la cuantificacién sérica de eCG, entre ellos
estan el RIA (radioinmunoanélisis) y el ELISA (enzyme-linked inmunosorbent assay)
siendo este tltimo capaz de detectar y medir la hormona mas tempranamente (35 dias
de gestacion) (McKinnon, 1993).

La eCG posee actividad FSH y LH al ser administrada a otras especies domésticas
diferentes a la equina. Ha sido utilizada para estimular el crecimiento folicular y
ovulacion en animales de granja y laboratorio en programas de sincronizacion de celo
y, a dosis altas, en programas de transferencia embrionaria al inducir superovulacion.
En la yegua manifiesta sélo el componente LH llevando al desarrolio de cuerpos luteos
accesorios que contribuyen a un aporte extra de progesterona para el mantenimiento
de la gestacion (Rowson, 1979; Saumande y Chupin, 1977 citados por Allen y Stewart,
1993).

Un hecho curioso en todo esto, es que si bien las células que producen eCG son de
origen fetal, migran al endometrio para formar las copas. Esto hace que la muerte y
expulsién fetal no afecte la fuente de la hormona, una de las razones por las que fue
dejado de lado el nombre PMSG adoptandose el de eCG. La deteccion de eCG en el
suero materno no siempre indica una gestacién en curso.

La persistencia de la hormona luego de la pérdida de la preflez puede tener dos
consecuencias; arrojar falsos positivos en diagnosticos de gestacion (Allen, 1975;
Squires y col., 1980; Lofstedt, 1986; Jeffcott y col., 1987; McKinnon, 1993; Ginther,
1998; Daels y col.,, 1991 citados por Allen, 2003) y fallar en retornar al estro en la
misma temporada reproductiva (McKinnon, 1993). Como contrapartida, Douglas y col.
(1974) observaron que yeguas inducidas a abortar con prostaglandina (PG) F2a entre
los dias 80-90 de gestacion mostraron celo y ovulaciéon pocos dias después del aborto.
Segun Lofstedt (1996), la terapia con PG no tendria efecto sobre la funcién de las
copas endometriales y lo mismo sucederia con el aborto espontaneo. Fey y Douglas
observaron que las concentraciones en plasma de eCG fueron menores en yeguas
que abortaron que en aquellas yeguas que mantuvieron normalmente la gestacién
(Fey y Douglas citados por Jeffcott y col., 1987).

Las yeguas que desarrollan copas endometriales pequenias con baja produccion de
eCG presentaran un estro ovulatorio verdadero luego del aborto y el servicio puede
resultar en concepcion y establecimiento de una segunda prefiez; el desarrolio
embrionario temprano y la placentacion no son interferidos por las persistentes copas
endometriales y los continuos bajos niveles de eCG en la sangre de la yegua (Allen,
observaciones no publicadas citadas por Allen, 2003).

La interrupcion de la gestacion en la yegua, durante la etapa de producciéon de eCG,
requiere repetidas inyecciones de PG F2a o analogos (Varner y col., 1988; Kasman y
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col., 1988 citados por Montavon y col., 1991). También puede lograrse por la
penetracion manual del tapén cervical y la dilataciéon del cérvix. Sin embargo, la
fiabilidad de este método es pobremente documentada (Lofstedt, 1986). No hay
informacién disponible acerca de si hay diferencias entre un método y otro en cuanto a
la concentracion de eCG post aborto.

En nuestro pais no existen antecedentes de investigacion acerca del comportamiento
de la eCG luego de la interrupcion de la prefiez, asi como tampoco existen trabajos
respecto al uso de prostaglandina en la yegua.

Los objetivos del presente trabajo fueron:
¢ Determinar, mediante el método de ELISA, la dinamica de la
hormona eCG en yeguas posteriormente a la interrupcion de una
gestacion de 70-75 dias.
o Establecer la influencia del método de interrupcién de gestacion
en la dindmica de la hormona.

4.REVISION BIBLIOGRAFICA

Varias caracteristicas de la prefiez temprana equina parecen desarrollarse unicamente
en el género Equus y son de considerable interés académico y practico. Desde el
momento de la fertilizacion hasta el establecimiento de una placenta funcional y
madura, unos 150 dias después, una serie de cambios morfolégicos, inmunolégicos y
endocrinolégicos toman lugar en el oviducto y Utero. Presumiblemente, los mismos son
importantes para el establecimiento y mantenimiento del estado de prefiez pero
difieren marcadamente de los eventos equivalentes de otras especies domeésticas
(Allen, 2000).

4.1 GONADOTROFINA CORIONICA EQUINA (eCG)

En 1930, en la Universidad de Davis, California, Cole y Hart descubrieron la existencia
de una hormona presente en el suero de yeguas prefiadas, que denominaron PMSG,
llamada hoy eCG (gonadotrofina coridnica equina). Tres afios antes, los obstetras
alemanes Aschheim y Zondek habian publicado una investigacion en donde
mostraban que la orina y el suero de la mujer, durante el primer trimestre de gestacion,
contenian grandes cantidades de una hormona gonadotréfica. El descubrimiento de lo
que luego seria llamada hCG, estimulé a los laboratorios de muchas partes del mundo
a investigar al respecto. Los endocrin6élogos inyectaron en animales de laboratorio,
suero y orina de todo tipo de animales domésticos, prefiados o no. Fue entonces,
cuando Cole y Hart descubrieron la existencia de la hormona en el suero de la yegua
prefiada. La inyeccion de tan solo 0,1 ml. de suero crudo obtenido de una yegua
prefiada en el dia 60 de gestacién a una rata inmadura estimul6é no solo el desarrollo
de una onda folicular en los ovarios, acompafada del agrandamiento uterino y
cambios citolégicos vaginales inducidos por los estrégenos secretados por éstos
foliculos en maduracién, sino que también estimulé la ovulacién de dichos foliculos y el
desarrollo de un cuerpo liteo maduro. Claramente, el suero de la yegua prefiada
contenia lo que parecia ser una mezcla de las hormonas FSH y LH (Allen y Stewart,
1993).



4.1.1 Fuente de la eCG

Cole y su grupo de investigadores descubrieron la fuente de eCG en la yegua prefiada
pero este descubrimiento no fue facil ( Allen y Stewart, 1993).

Catchpole y Lyons fueron asignados para localizar la fuente y demostrar el mecanismo
de secrecién de eCG a la luz de los descubrimientos publicados en ese entonces por
Zondek, Phillip, Collip y otros quienes demostraron que la hCG en la mujer
embarazada es producida por el componente fetal de la placenta (Zondek, 1930,
Phillip, 1930; Collip, 1930 citados por Allen y Stewart, 1993). Catchpole y Lyons
llevaron a cabo estudios por mas de dos afos recuperando uteros de yeguas
prefiadas, practicando disecciones y extrayendo muestras de tejido fetal placentario y
endometrial de varias partes del Gtero. Luego midieron la actividad gonadotréfica
mediante la adaptacién de un método biolbgico previamente utilizado en ratas,
encontrando mayores concentraciones de la hormona en los dias 40-80 de gestacion
en el endometrio del cuermno uterino gravido en contacto directo con las membranas
fetales en desarrollo, en comparacioén con el cuerno uterino no gravido. Mas adelante,
debido a que no identificaron especificamente la fuente de la hormona en las muestras
de endometrio seleccionadas, encontraron una mayor actividad gonadotréfica en
extractos de alantocorion que en los de endometrio. Ellos concluyeron que, al igual
que la hCG en la gestacion humana, la eCG probablemente fuera secretada por las
células trofoblasticas de la placenta en desarrollo y luego llevada hacia el endometrio
subyacente, acumulandose selectivamente en el mismo. (Catchpole y Lyons, 1934
citado por Allen y Stewart, 1993).

Los estudios cesaron por aproximadamente 9 afos hasta que Cole descubrié la
verdadera fuente de eCG. Unos 40 aflos antes, el anatomista aleman W. Schauder
habia mencionado la existencia de una serie de protuberancias endometriales con
forma de platilio presentes en el cuerno uterino gravido de yeguas durante la primera
mitad de la prefiez. Estas estructuras, a las que Schauder no asigné ninguna funcion
significante en términos de placentaciéon y mantenimiento de la prefiez, presentaban
una depresion central en donde existia un material pegajoso color miel. Fue el mismo
Schauder quien denominé copas endometriales a estas estructuras (Schauder, 1912
citado por Allen y Stewart, 1993).

Cole y Goss estudiaron a las copas endometriales de Schauder y para su sorpresa
encontraron que el tejido de la copa, e incluso la secrecion exécrina asociada al
mismo, contenia concentraciones de eCG mucho mayores que en el endometrio
normal adyacente o en cualquier otra parte de la placenta fetal. Concluyeron, con
bastante certeza, que las copas endometriales eran la fuente de eCG y que la
hormona entraba a la circulaciéon materna por via de un complejo de largos sinusoides
linfaticos existente en el estroma endometrial subyacente a cada copa (Cole y Goss,
1943 citado por Allen y Stewart, 1993). Por ende, parecia entonces que la eCG, a
diferencia de la hCG en primates, era de origen materno.

Restaba aun cometer dos errores antes de aclarar la verdadera fuente de eCG. En un
estudio, el grupo de la Universidad de Davis dio una detallada descripcion morfolégica
del desarrolio y regresion de las copas endometriales (Clegg y col., 1954 citado por
Allen y Stewart, 1993). Debido a que las copas endometriales no parecian tener
directa conexi6bn fisica con la placenta epiteliocorial subyacente, Clegg y col.



concluyeron errébneamente que las células de la copa, similares a las células de la
decidua de humano y roedor, eran maternas en origen y se habian diferenciado de las
células del estroma endometrial de una manera similar al desarrollo de la reaccion
decidual en el utero de roedor prefiado o pseudoprefiado en respuesta a la preflez o a
un estimulo mecanico apropiado (Clegg y col., 1954; Kirby, 1968 citados por Allen y
Stewart, 1993). Luego tifieron secciones de copas endometriales con solucién PAS
(periodic acid - Schiff), considerada especifica para moléculas proteicas (McManus,
1946 citado por Allen y Stewart, 1993), y el grupo de la Universidad de Davis concluy6
incorrectamente que la eCG era secretada por el epitelio de las dilatadas glandulas
endometriales presentes en la copa (Clegg y col., 1954 citado por Allen y Stewart,
1993).

Estos errores fueron subsanados en el transcurso de los siguientes 15 afios, en primer
lugar cuando Amoroso discuti® los aspectos inmunoloégicos de las copas
endometriales en varios estadios de la gestacion (Amoroso, 1955 citado por Allen y
Stewart, 1993) y luego por Allen cuando describi6 la relacién entre el desarrollo de las
copas endometriales al dia 36 de la gestaciébn y un engrosamiento del trofoblasto
llamado faja coriénica (Allen, 1970 citado por Allen y Stewart, 1993). En este lltimo
estudio fue erréneamente concluido, en la base de evidencia histolégica extraida de
fijaciones de uUtero de yegua prefiada, que la faja coribnica secretaba un “factor”
humoral fetal, que pasaba hacia las glandulas en el area del endometrio adyacente e
inducia a las células no diferenciadas del estroma vecino a las glandulas a
experimentar una respuesta de decidualizacibn y entonces transformarse en las
células de las copas endometriales(Allen y Stewart, 1993).

Dos aflos después comenz6 a conocerse con exactitud la fuente y mecanismo de
produccion de la eCG. Se diseco tejido de la faja coridnica de vesiculas embrionarias
equinas recuperadas intactas por histerectomia en los dias 34 y 36 de gestacion. El
tejido fue desmenuzado finamente con tijera y cuando fueron cultivados in vitro como
explantes simples produjeron colonias estables de grandes ceélulas epitelioides
binucleadas que secretaban altas concentraciones de eCG hacia el medio de cultivo
por mas de 180 dias. Las células de la faja cultivadas mostraron todas las
caracteristicas morfolégicas de las células de las copas endometriales in vivo, y se
transformaron similarmente cuando fueron transplantadas a sitios extrauterinos tales
como el testiculo (Allen y Moor, 1972 citado por Allen y Stewart, 1993).
Subsecuentemente, un estudio de ultraestructura por microscopia de la interfase de la
placenta de yeguas, entre los dias 34 y 40 de gestacion, demostré la migracién de las
células especializadas de la faja coribnica hacia el endometrio en los dias 36 a 38,
seguido por su rapida transformacién en las grandes células secretoras de eCG de las
copas endometriales, similares a las células deciduales (Allen y col., 1973 citado por
Allen y Stewart, 1993). Por ende, las conclusiones originales de Catchpole y Lyons en
1934 fueron reivindicadas. Las células del trofoblasto fetal si secretan eCG pero s6lo
aquellas pertenecientes a la faja coriénica cuando migran al endometrio en los dias 36
a 38 para formar las copas endometriales (Allen y Stewart, 1993).

4.1.2 Desarroll la faj ridni

El desarrolio del tejido progenitor de las copas endometriales, la faja coriénica, es un
fenémeno poco comprendido. La faja fue descripta por primera vez por Ewart en 1897,



volviendo a ser mencionada por van Niekerk en 1965 y mas detallada por van Niekerk
y Allen en 1975 seguido al descubrimiento de su rol en la formacién de las copas
endometriales (Allen y Stewart, 1993).

La faja comprende un engrosamiento angosto y discreto del trofoblasto que se
desarrolla alrededor de la circunferencia de la vesicula blastodérmica en el punto
donde contactan el creciente alantoides con el saco vitelino en regresion. Entre los
dias 25 y 35 luego de la ovulacién, se produce el desarrolio de la faja cori6nica en la
superficie externa del corion (Allen, 2001). En una investigacién de como y porqué la
faja coriénica invasora se desarrolla repentinamente, entre el dia 25 y 35 de gestacion,
a partir de células trofoblasticas situadas adyacentes al alantocorion no invasor,
Stewart y col. en 1995 observaron que la faja es mas gruesa en el borde que linda con
el alantoides y muestra un afinamiento en el borde adyacente al saco vitelino. Ademas,
los pequefios vasos sanguineos que provenian del vascularizado mesodermo
alantoideo se extienden debajo de la no vascularizada faja coriénica, pero solamente
hasta aproximadamente la mitad del ancho de la misma. Usaron técnicas de
hibridacién in situ para demostrar que el mesénquima alantoideo, en la prefiez del
caballo, es la fuente principal de un factor de crecimiento altamente mitogénico y
motogénico, el factor de crecimiento hepatocitico — factor de expansion (HGF-SF),
secretado durante la primera parte de la gestacion. EI| HGF-SF fue descrito y
parciaimente caracterizado por primera vez en 1984 como el factor de crecimiento
hepatocitico (HGF), debido a su habilidad para estimular la proliferacién de hepatocitos
in vitro (Nakamura y col., 1984 citado por Stewart, 1996) y mas adelante, como factor
de expansion (SF) por su capacidad de promover la expansion de células epiteliales in
vitro (Stoker y col., 1987 citado por Stewart, 1996). Siete aflos después, el HGF y el
SF mostraron ser idénticos y de aqui en adelante fueron llamados en conjunto como
HGF-SF (Weidner y col., 1991 citado por Stewart, 1996). El HGF-SF ha demostrado
tener varias acciones adicionales en las células, incluyendo induccion de la
morfogénesis, estimulacion de la adherencia de células T al endotelio y el favorecer la
supervivencia neuronal (Brinkmann y col., 1995; Zarnegar y Michalopoulos, 1995
citados por Stewart, 1996). Ha sido postulado que el mismo ejerce un rol fundamental
en la regeneracion tisular ante heridas y esto ha estimulado un gran interés en esta
molécula y su modo de accion (Stewart, 1996). El receptor para el HGF-SF es el
producto de un proto-oncogen, el c-met (Tsarfaty y col., 1994 citado por Stewart,
1996).En practicamente todos los tejidos examinados, tanto durante el desarrollo como
en el adulto, el HGF-SF es expresado por los tejidos mesenquimales y el c-met es
expresado por el epitelio adyacente (Stewart, 1996). Por ejemplo, en el higado, el
HGF-SF es expresado por las células no parenquimatosas y el c-met por los
hepatocitos (Hu y col., 1993 citado por Stewart, 1996).

Como se describié anteriormente, la placenta equina tiene la particularidad de que
unicamente las células del trofoblasto restringidas a una discreta regién anular de la
placenta, la faja coribnica, se vuelven binucleadas e invaden el endometrio, mientras
que las células trofoblasticas que no pertenecen a esta regién no adquieren estas
caracteristicas (Allen y Moor, 1972 citado por Stewart, 1996). La faja coridnica se
desarrolla a partir de la rapida multiplicacion de las células del trofoblasto que cubren
el punto de union entre el alantoides en crecimiento y el saco vitelino en regresion
(Stewart, 1996). En experimentos realizados por Stout y col. (2003) se demostré que el
90% de las células trofoblasticas de la faja coribnica en desarrolio estaban en activa



divisién, mientras que en el corion adyacente las células en activa division no alcanzan
al 10 % (Stout y col., 2003). La explicacién mas probable para que la diferenciacion
trofoblastica se produzca en esta area localizada es, como se explicé anteriormente,
un estimulo mitogénico, proveniente del mesénquima alantoideo, que actiua en el
trofoblasto adyacente a la membrana corioalantoidea pero no en aquel que forma
parte de la misma. Todo el trofoblasto en contacto con el mesénquima alantoideo
responde al estimulo, pero solamente el area del trofoblasto que se convertira en la
faja coridnica, adquiere un fenotipo invasor, ya que el corion en esta regién no esta
unido al alantoides y, por lo tanto, tiene un fenotipo y respuesta diferente (Stewart,
1996). Ademas, la hibridacién in situ demostr6 que en el mesénquima alantoideo
existe mMRNA que codifica para HGF-SF y en el trofoblasto mMRNA que codifica para c-
met , con concentraciones particularmente altas en la faja coriénica (Stewart y col,,
1995 citado por Stewart, 1996). Estos resultados indican un papel importante del HGF-
SF en el desarrolio de la placenta equina y proporcionan una explicacion factible del
desarrolio de la faja coridnica (Stewart, 1996).

Debido a que el corion y el alantoides estan fusionados por el tejido mesodermal que
secreta el factor, y puesto que las células del trofoblasto se unen firmemente a la
membrana basal, el crecimiento mitégeno-inducido ocurre como extensién simple del
alantocorion. Sin embargo, en la faja coribnica, que se expone a un estimulo
mitogénico del HGF-SF llevado por los vasos sanguineos mesenquimales extendidos
debajo de ella, las células hiperplasicas del trofoblasto pueden solamente apilarse una
sobre otra, mas que extenderse de una manera lineal (Stewart y col. 1995, citado por
Allen 2001). Investigaciones previas llevaron a la postulacion de que las células de la
faja coribnica probablemente recibieran las mismas sefales mitogénicas que el
trofoblasto no invasor pero debido a que el mesénquima no esta fusionado al corion en
la region de la faja, las células trofoblasticas mitégeno- inducidas se apilan una con
otra en lugar de expandirse como una simple capa (Stewart y col., 1995). Sin
embargo, posteriores examenes de las membranas en esta regién indicaron que el
mesénquima podria, en realidad, migrar por debajo de la regién de la faja coriénica;
esto se ha demostrado por inmunohistoquimica. La razén por la cual las células de la
faja se apilan en lugar de expandirse podria ser, entonces, que la regién que les da
origen carece de endodermo. Esto sugiere que un corioalantoides formado de
derivados de ectodermo, mesodermo y endodermo es siempre no invasor, mientras
que un corioalantoides formado de ectodermo y mesodermo es siempre invasor
(Stewart y col., 1999).

Asi se forma la faja coribnica discreta y espesa (Stewart y col. 1995, citado por Allen
2001), que al comienzo es vista como una serie de ondulaciones poco elevadas en el
corion, haciéndose mas prominente en los siguientes diez dias para transformarse en
vellosidades digitiformes debido a la rapida hiperplasia que sufren las células
trofoblasticas en el apice de cada pliegue. Las estructuras resultantes comienzan a
plegarse y a aplanarse a causa de los efectos compresivos del tono uterino y de la
expansion de la vesicula embrionaria (Allen, 2000). De esta manera el trofoblasto
adopta, observandose en un corte transversal, una forma estratificada de unas 8 a 10
células de espesor que contiene estructuras similares a glandulas, compuestas por la
superficie epitelial de los pliegues adyacentes. Estas giandulas simples secretan una
sustancia mucoide que ayuda a la unién de la superficie externa de la faja a la
superficie luminal del endometrio (Allen y Stewart, 1993). Alrededor del dia 36 - 38 de



gestacién, con alguna variacién temporal individual, la faja se desprende enteramente
del corion y las ahora células binucleadas de la misma comienzan a invadir el tejido
materno (Allen, 2000), mediante un mecanismo de pseudoépodos romos que fuerzan
su camino entre, y algunas veces a través, de las células epiteliales de la superficie
luminal, las que ocasionalmente son fagocitadas durante el proceso destructivo. La
integridad del corion subyacente a la faja cori6nica, es mantenida por una sola capa de
células trofoblasticas, aparentemente no diferenciadas, que confluyen con el resto del
corion (Allen y Stewart, 1993).Una vez que las células de la faja alcanzan las
gldandulas endometriales, migran por debajo de las mismas, atravesando
eventualmente la membrana basal e invadiendo el estroma uterino. Luego, todas las
células invasoras repentinamente se vuelven redondeadas y aumentan su tamaio de
tal manera que se convierten en una masa firmemente empaquetada, lo que da lugar a
protuberancias llamadas copas endometriales, secretoras de eCG (Allen, 2000),
hormona que es liberada a la circulacion materna por via del sistema linfatico que
drena al utero (Allen y Stewart, 1993).

4.1.3 Estr ra y desarroll | n rial

Las copas endometriales pueden ser observadas a simple vista alrededor del dia 40
post ovulacién como una serie de placas palidas levemente elevadas de la superficie
endometrial. Se distribuyen en forma de herradura o circulo en el cuerno uterino
gravido, imitando a la faja coriénica que le dio origen. El tamafo y forma de las copas
varia enormemente desde circulos que pueden alcanzar 1 cm. de didmetro hasta
cintas de tejido de al menos 10 cm. e incluso 30 cm. de longitud (Allen, 2000). Esto
depende de la combinacién del desarrollo general y ancho de la faja coribnica
progenitora y de la configuracién del endometrio invadido (Allen, 2001), de manera que
las formas mas largas se encuentran en lugares donde el endometrio que se
corresponde con la faja es aplanado, mientras que las formas aisladas se ubican en el
apice de los pliegues en regiones mas onduladas, que luego se aplanaran a medida
que el utero se expande con el avance de la gestacion (Allen, 2000).

Las copas crecen constantemente para alcanzar su maximo tamano y capacidad de
secrecion hormonal entre el dia 60 y 70 de gestacién. En este momento, se elevan de
la superficie del endometrio y adquieren un aspecto de platillo o ulcera debido al
crecimiento excesivo de los bordes y a la degeneracion celular y muda que tiene lugar
en la region central. Histolégicamente, cada copa consiste ahora en una masa de
células entramada por vasos sanguineos y porciones flundicas dilatadas de las
glandulas endometriales, cuyas porciones apicales fueron obliteradas durante la
invasion de la faja alrededor del dia 36. Estas células poseen varias caracteristicas
unicas: son grandes comparadas con otras células del utero; su nicleo es grande,
eucromatico y contiene nucleolos densos caracteristicos; el citoplasma esta lieno de
perfiles cortos de reticulo endoplasmico, algunas gotas lipidicas y pocas mitocondrias;
el aparato de Golgi es una estructura significativa. Las células no contienen granulos
secretorios densos evidentes, la secrecion, por lo tanto, es del tipo constitutiva
(liberandose a medida que es producida) mas que regulada (sélo tiene lugar cuando
hay una sefial especifica) como en el caso de la gonadotrofina pituitaria (Allen y
Stewart, 1993).



Un importante aspecto de las copas endometriales es la pronunciada respuesta
inmune materna, humoral y mediada por células, inducida por antigenos extrafios
expresados por las células fetales que formaran la copa (Allen, 2004). Las células
invasoras de la faja coriénica, pero no el trofoblasto no invasor del alantocorion,
expresan en su superficie altas concentraciones de antigenos paternaimente
heredados- complejo mayor de histocompatibilidad de clase | (MHC)- antes y hasta
algunos dias después de invadir el endometrio materno para formar las copas
endometriales (Crump y col., 1987; Donaldson y col., 1990 citados por Allen, 2001).
Los antigenos clase | del MHC estimulan una fuerte respuesta humoral materna en
todas las yeguas que lleven fetos diferentes en la barrera clase | del MHC,
desarrollando altos titulos de anticuerpos linfocitotoxicos especificos en el plazo de 10
-14 dias después del desarrollo inicial de las copas endometriales (Antczak y
col.,1982; Kydd y col.,1982 citados por Alien, 2001). Estos anticuerpos no son
encontrados en caballos machos 0 yeguas virgenes, como tampoco han sido
identificados en hembras prefladas de otras especies (Willis y Thomas, 2005). Los
anticuerpos persisten durante el transcurso de la prefiez y su concentracién en suero
aumenta cada vez mas temprano si la yegua es servida con el mismo semental en los
afios sucesivos (Antczak y col.,1984 citado por Allen, 2001), y en yeguas a las cuales
se les implanta piel del semental antes del servicio (D.F. Antczak, comunicacion
personal, Allen, 2001). Ademas, la acumulacién de leucocitos maternales sobre las
copas y su papel en la destruccion de las células de la misma después del dia 70
(Allen, 1975 citado por Allen, 2001) indica una fuerte reaccién materna mediada por
células contra las células invasoras del trofoblasto. Grandes sinusoides linfaticos se
dirigen hacia el estroma subyacente a cada copa y un nimero en constante aumento
de leucocitos maternos, consistente en linfocitos CD4+ y CD8+, células plasmaticas,
macréfagos y eosinéfilos, comienza a acumularse en el estroma de la periferia (Kydd y
col., 1991; Grinig y col., 1995 citados por Allen, 2001).

Mas allda del dia 70 de gestacién, las copas endometriales comienzan a tornarse
palidas debido a la degeneracién y muerte de las células, principalmente en su
depresién central. La eliminacion del tejido necrético superficial reestablece la
liberacion de la secrecion de las glandulas endometriales distendidas, que descargan
su acumulo en la superficie de la copa, mezclandose con las células necréticas para
formar un coagulo denso, color miel y muy rico en eCG (pudiendo contener hasta
1.000.000 de Ul de eCG / gramo de tejido fresco (Clegg y col.,1954; Rowlands, 1962
citados por Allen, 1975)) que se adhiere a la superficie del alantocorion adyacente.
Coincidentemente los leucocitos acumulados en la periferia de la copa, comienzan a
invadirla activamente y destruyen el tejido fetal extraflo. En la mayoria de los casos,
pero sujeto a una considerable variacién entre yeguas (Allen, 2000) y entre copas
endometriales en una misma yegua (Allen y Stewart, 1993), alrededor del dia 100 -120
de gestacién, las células necréticas mezcladas con la secrecion exécrina, son
arrancadas de la superficie del endometrio (Allen, 2000). Estas quedan libres en el
lumen uterino y eventualmente se indentan en el alantocorion para formar un saco
pendular conocido como bolsita alantocoriénica (Clegg y col., 1954 citado por Allen,
2001).

Aunque esta claro que los antigenos paternales clase | del MHC expresados por las
células invasoras de la faja coriénica (Donaldson y col., 1990 citado por Alien, 2001)
son el estimulo para la respuesta humoral de la madre hacia el feto en la gestacién, la



naturaleza y fuente de los antigenos que estimulan esta reaccién mediada por células
no estan claros (Allen y col, 1999; Allen, 2001). Las copas viven y secretan cantidades
equivalentes de eCG tanto en las yeguas que llevan fetos MHC-incompatibles como
MHC-compatibles (Allen y col., 1983 citado por Allen, 2001), y la respuesta leucocitica
montada contra las copas es mas intensa y destructiva en las yeguas que llevan fetos
hibridos interespecie (mula) que en las yeguas que llevan fetos intraespecie (Allen,
1975 citado por Allen, 2001). Asi, probablemente, los antigenos trofoblasticos tejido-
especificos y los antigenos no-MHC especie-especificos estan detras de la observada
respuesta materna mediada por células hacia las copas endometriales (Allen, 1982,
Antczak y Allen, 1984 citados por Alien, 2001).

4.1.4 Funciones y caracteristicas fisicoquimicas de la eCG

Las copas endometriales contribuyen al mantenimiento de la gestaciéon en la yegua.
Las células de la copa secretan cantidades apreciables de la hormona gonadotrofina
coriénica equina (eCG), glicoproteina acidica de alto peso molecular (70.000 kDa)
(Gospodorowicz, 1972 citado por Allen y col, 2002) con un anormaimente alto
contenido de carbohidratos (45%) consistiendo principalmente de acido sialico,
galactosa y glucosamina. Posee un bajo punto isoeléctrico de tan solo 24 y es
marcadamente resistente a la hidrélisis acida (Rimington y Rowlands, 1944; Raacke y
col., 1957 citados por Allen y Stewart, 1993). Como en las gonadotropinas, coriénica y
pituitaria, y la hormona estimulante de la tiroides (TSH),la eCG es una glicoproteina
heterodimérica que consiste en subunidades a y B unidas no covalentemente (Papkoff,
1974 citado por Allen y Stewart, 1993). Las subunidades a son idénticas en todas las
especies, mientras que las subunidades B difieren, indicando que la especificidad de
accion debe residir en esta ultima (Allen y Stewart, 1993). Esta hormona, conocida
anteriormente como gonadotrofina del suero de yegua prefiada (PMSG), expresa tanto
actividad FSH como LH, en una relacién de 1,4:1 (Allen, 2000). La propiedad FSH de
la eCG se ha utilizado a gran escala como el método mas econémico y accesible para
estimular el crecimiento folicular y ovulacion en animales de laboratorio y de granja. En
programas de sincronizacion de celo es utilizada a bajas dosis como complemento al
momento de retirar progestagenos y en otros programas para inducir niveles normales
de owvulacibn en animales prepuberes y adultos. Alternativamente, cuando es
administrada a altas dosis, su componente FSH estimula el desarrolio de multiples
foliculos, que luego ovularan por accién del componente LH para dar lugar a la
superovulacion requerida para programas de transferencia de embriones (Rowson,
1979; Saumande y Chupin, 1977 citados por Allen y Stewart, 1993). Sin embargo, en
esta ultima aplicacién, la excepcionalmente larga vida media de la molécula de eCG
puede ser una desventaja, ya que una sola inyeccién de la hormona puede estimular
dos o mas ondas ovaricas de crecimiento folicular asincrénico. Adicionalmente, el
componente LH de la eCG puede hacer ovular un foliculo parciaimente maduro en los
ovarios del receptor al momento de la inyeccion, y la progesterona secretada por el
cuerpo lateo resultante puede interferir con la ovulacién de la subsecuente onda
folicular estimulada por el componente FSH de la eCG (Christie y col., 1979 citado por
Alien y Stewart, 1993).

Poco después del descubrimiento de la eCG en 1930, Cole y sus colegas dirigieron su
atencibn a la estrecha relacidn existente entre la secrecibn de la hormona
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gonadotréfica y el grado considerable de desarrollo luteal secundario que tiene lugar
en los ovarios de la yegua (Cole y col., 1931 citado por Allen y Stewart, 1993). Ellos
notaron que poco después de la aparicién de la eCG en la sangre materna, alrededor
del dia 40, una 0 mas ovulaciones accesorias ocurrian en los ovarios maternos, con
posteriores estructuras luteales secundarias, apareciendo de una manera acumulativa
en los siguientes 100 o méas dias de gestacién. Amoroso y col. describieron el mismo
fenbmeno (Amoroso y col., 1948 citado por Allen y Stewart, 1993), y Allen contd hasta
35 diferentes estructuras luteales en los ovarios de la yegua al dia 140 de prefiez
(Allen, 1970 citado por Allen y Stewart, 1993). Este coincidente desarrollo, persistencia
y regresiéon de las copas endometriales y cuerpos liteos secundarios en yeguas entre
40 y 150 dias de gestacién, junto con las conocidas actividades biologicas de la eCG,
llevaron a asumir en general, que la eCG proveia ambos estimulos (luteotréfico y
gonadotréfico) para estas estructuras luteales accesorias; sin embargo, varios estudios
mas recientes han revelado el verdadero fen6meno (Allen y Stewart, 1993).

Mediciones seriadas de las concentraciones de FSH y LH en el suero de yeguas,
durante el ciclo estral y la prefiez, demostraron que a través de los meses de
primavera-verano de la temporada reproductiva, la FSH era liberada por la glandula
pituitaria a intervalos de aproximadamente 10 - 12 dias (Evans e Irvine, 1975; Urwin y
Allen, 1982 citados por Allen y Stewart, 1993). Este patrén ritmico de liberaciéon es
controlado por la cantidad de horas luz y la secrecién folicular de inhibina y/o estradiol,
pero no es influenciada por el efecto feedback negativo de la progesterona. Por ende,
la liberacién de FSH pituitaria se mantiene sin cambios durante la prefiez temprana al
igual que en el ciclo estral (Allen y Stewart, 1993). Estos descubrimientos coinciden
con las anteriores observaciones de Bain, van Rensburg y van Niekerk, quienes
describieron considerables crecimientos foliculares en los ovarios de la yegua
alrededor del dia 18-23 de gestacion y, por ende, el momento en que la yegua
presumiblemente hubiera retornado al estro y re-ovulado de no haber estado prefiada
(Bain, 1967; van Rensburg y van Niekerk, 1968 citados por Allen y Stewart, 1993). Sin
embargo, estos grandes foliculos no ovulan, y tienden a regresar dejando paso a
préximas ondas de crecimiento folicular unos 10-12 dias después. Normalmente, esto
coincide con el inicio de la secrecién de eCG entre los dias 36 - 40 cuando ocurren
dos cambios significativos en la produccién ovarica de hormona esteroide (Allen y
Stewart, 1993). En primer lugar, como fue demostrado originalmente por Terqui y
Palmer y confirmado por Jeffcott y col., existe un agudo y pronunciado aumento en las
concentraciones de estrogeno en plasma; como fue demostrado por estudios de
ovariectomia, este aumento en la produccién es ovarico en origen (Terqui y Palmer,
1979; Jeffcott y col., 1987 citados por Allen y Stewart, 1993). En segundo lugar, en la
mayoria, pero no en todas las yeguas, un pronunciado aumento en las
concentraciones plasmaticas de progesterona es observado como resultado de la
primera ovulacién secundaria (Allen, 1979 citado por Allen y Stewart, 1993).

Durante los siguientes 80 -100 dias de gestacién se producen apreciables elevaciones
adicionales en la concentracién de progesterona en plasma, cada una sefialando el
desarrollo de una nueva estructura luteal secundaria, formada tanto por ovulacién
como por luteinizacién sin ruptura de un foliculo maduro. Claramente, es la continua
secrecion de FSH pituitaria, y no la eCG, quien estimula las ondas de crecimiento
folicular en la yegua prefiada. EI componente LH de la eCG, en la ausencia de LH
pituitaria, simplemente actia para inducir la maduracién final del foliculo dominante,
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produciendo su ovulacién o luteinizacién. Tal concepto es apoyado por el
descubrimiento de que las yeguas que conciben tarde en la temporada reproductiva,
de forma tal que la preflez temprana transcurre durante el invierno (periodo de
inactividad ovarica), muestran concentraciones normales de eCG pero poseen varias
ovulaciones secundarias menos que en las yeguas que conciben al principio de la
temporada (Allen, 1979 citado por Allen y Stewart, 1993).

Ha sido demostrado, a través de cortes de tejido luteal mantenidos in vitro, que la eCG
estimula la secrecibn de progesterona y la hormona, por lo tanto, debe ser
considerada como poseedora de propiedades luteotréficas (Squires y col., 1979 citado
por Allen y Stewart, 1993). Sin embargo, esta funcién parece tener bajos niveles in
vivo, lo que podria ser importante para prevenir la hiperestimulacién de los ovarios de
la yegua cada vez que ésta se prefia. La gonadotrofina coridnica equina exhibe una
capacidad mucho menor para unirse a los receptores gonadales equinos (<2%) que la
FSH y LH pituitaria equina 0 humana, aunque se une con la misma avidez que estas
ultimas, y otras gonadotropinas pituitarias, a los tejidos gonadales de otras especies
(Stewart y Alien, 1979 citado por Allen y Stewart, 1993). Por lo tanto, en lugar de existir
una gran estimulacién alrededor del dia 60 de prefiez, cuando los niveles de eCG son
maximos, solo se desarrollan las simples ovulaciones descritas anteriormente como
consecuencia de las ondas de crecimiento folicular estimuladas por la FSH pituitaria
(Allen y Stewart, 1993).

4.1.5 Dinamica de | or ue influyen en

Las concentraciones de eCG en el suero de la yegua preilada aumentan rapidamente
a partir del dia 40, llegando a valores maximos variables (20 - 300 UI/mL.) entre los
dias 60 a 70 de gestacion, luego declinan en paralelo a la degeneracion de las copas
endometriales (Vivo Rodriguez, 1997; Allen, 2000).

En experimentos realizados con yeguas de distintas razas, las diferencias individuales
entre yeguas para la eCG fueron muy marcadas, tanto en el pico alcanzado, como en
la duracion de la actividad de la hormona en sangre. Como fue resaltado en trabajos
previos (Allen,1969 citado por Allen y col., 2002) los perfiles de la hormona tienden a
aumentar y caer mas bruscamente, alcanzar picos mas altos y mostrar mayores
variaciones individuales en yeguas de menor tamafo (‘pony”) en comparacién con
yeguas mas grandes (“Thorougbreds”), sin importar el tipo de feto que porten.
Claramente, la cantidad de eCG producida es dependiente de la raza de la yegua, mas
que de la raza del feto (Allen y col., 2002). La cantidad de eCG producida por una
yegua individual depende del volumen total de tejido endometrial que se desarrolla en
utero (Allen, 1975) y esto a la vez es controlado por el espesor y desarrollo general de
la faja coribnica del progenitor y cuanto de éste tejido se las “ingenia” para invadir el
endometrio materno al dia 36 para formar las copas endometriales (Allen y Stewart,
1992; Enders y col., 1996 citados por Allen y col., 2002).

El nimero de partos y la edad de la yegua (Day y Rowlands, 1947 citados por Allen y
col., 2002) el genotipo fetal (Bielanski y col., 1975; Allen, 1969 citados por Allen y col.,
2002) y el ambiente uterino (Allen y col., 1993 citados por Allen y col., 2002) han sido
implicados en ejercer marcados efectos en el desarrollo y produccién de las copas
endometriales y en el estudio realizado por Allen (2002), probablemente una
interaccion entre el genotipo (raza) del feto y el grado de dobleces y rugosidades en el
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endometrio de la madre, genética o portadora, podrian haber ejercido la mayor
influencia en la cantidad de copa endometrial que iria a desarrollarse y secretar la
hormona en la circulacién materna (Allen y Stewart, 1992; Allen y col., 2002).

Varios aspectos influyen en la producciéon de eCG in vivo (Rowlands, 1963 citado por
Allen, 1975), el mas profundo de todos es el genotipo fetal (Bielanski y col., 1956;
Clegg y col.,1962; Allen, 1969 citados por Allen, 1975).

Otro aspecto que refleja la marcada influencia del genotipo fetal en la reacciéon de las
copas endometriales se refleja en la reaccion inmunolégica desarrollada. En yeguas
que portan fetos de mula, el proceso de acumulacién linfocitica e invasion fue
enormemente acelerado y realzado en comparaciéon con las yeguas que llevaban
gestaciones intraespecie.

El crecimiento de la faja coribnica generado por el factor HGF-SF también podria
explicar las interactuantes influencias del genotipo fetal y ambiente uterino en el
tamano de la faja y la capacidad de secrecién hormonal de las resultantes copas
endometriales. La faja que se desarrolla en la vesicula blastodérmica del burro (E.
asinus X E. asinus ) y el hibrido mula (E. asinus 3 X E. caballus Q) ,ambas con un
burro como padre, es menos desarrollada al momento de la invasion al endometrio
materno que sus contrapartes , la vesicula embrionaria de caballo (E. caballus X E.
caballus) y la de burdégano (E. caballus 3 X E. asinus Q), ambas con un caballo como
padre. Inicialmente se crey6 que esta diferencia podria ser causada por una impronta
genética materna asociada, al menos, con el desarrollo de la porcion de la faja
corionica de la placenta. Sin embargo el rol dominante del ambiente uterino en este
proceso fue dramaticamente demostrado cuando una media moérula de mula
biseccionada fue colocada en el utero de una yegua y la otra mitad en el utero de una
burra (Allen y col., 1993 citado por Allen y Stewart, 2001). En la yegua se desarrolld
una tipica faja coriénica angosta, que dio lugar a copas endometriales pequefas y baja
concentracion de eCG, pero en la burra se desarrollé una faja coribnica mucho mas
grande, ancha y productiva, como tipicamente desarrolla en el burdégano con el
caballo como semental. Por ende, el ambiente uterino fue capaz de invalidar cualquier
influencia genética (Allen y col., 1993 citado por Allen y Stewart, 2001).

4.1.6 Rol de la eCG en la yegua

Durante el periodo de secrecion de la hormona, el componente LH de la eCG induce
luteinizacion con o sin ovulacién del foliculo dominante de las ondas foliculares
ovaricas, cuyo desarrollo es estimulado, durante la primera mitad de la gestacion, por
la FSH pituitaria que sin interrupciones desde el Ultimo ciclo estral, alcanza picos a
intervalos de 10 -12 dias (Vivo Rodriguez, 1997; Allen, 2000). Asi, cuerpos liteos
secundarios comienzan a acumularse en los ovarios maternos a partir del momento de
la primera aparicion de eCG en la sangre de la yegua, con el consecuente aumento en
la concentracibn de progesterona. Los cuerpos luteos persisten aproximadamente
hasta la mitad de la gestacién, momento en el cual pasa a ser la placenta la Unica
fuente de progesterona para llevar la gestacién a término. Ademas de estimular el
aumento en la produccibn de progesterona, la eCG también induce un claro
incremento en las concentraciones de estrégeno conjugado en la sangre periférica a
partir de los dias 38 - 40. Estos estrogenos son de origen ovarico y secretados en
mayor medida por el tejido luteal que por el folicular. Después del dia 40 las
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concentraciones de estrégeno en suero forman una meseta hasta los dias 70 - 80,
cuando comienza un segundo y prolongado aumento de origen fetoplacentario (Allen,
2001).

El cuestionamiento acerca de la necesidad de cualquier rol luteotréfico de la eCG en la
prefiez equina surgi6 de recientes investigaciones respecto a prefieces equinas extra-
especie creadas por transferencia de embriones. En yeguas (2n=64) que portan
embriones de burro (2n=62) transferidos, la faja coriénica del burro falla en invadir al
endometrio equino durante los dias 36-38, con el resultante no desarrollo de las copas
endometriales y completa ausencia de eCG en la sangre materna (Allen, 1982 citado
por Allen y Stewart, 1993). Aunque la mayoria de estas prefieces burro en caballo son
abortadas al dia 80-90 de gestacién, aproximadamente, en un 30% de ellas, se
produce la normal implantacién y la gestaciéon es llevada a término en completa
ausencia de eCG vy sin el desarrollo de ningin cuerpo ltiteo secundario mas alla del
dia 40; el cuerpo luteo primario continia secretando bajas, pero adecuadas cantidades
de progesterona para mantener la prefiez hasta que la placenta esta suficientemente
desarrollada para asumir este rol, alrededor de los dias 90-100 (Allen y col., 1990
citado por Allen y Stewart, 1993).

La caracteristica mas llamativa del fracasado modelo de gestacién burro en cabalio es
la carencia de la normal interdigitacion entre el alantocorion y el endometrio, en el cual
las copas no se desarrollan y la respuesta materna humoral y mediada por células
estan ausentes. Esta falta de interdigitacion eleva la posibilidad de que la reaccién de
las copas endometriales ejerza alguna influencia, tal vez un estimulo, para iniciar la
conexién microvellosa estable entre las capas epiteliales fetales y maternales en el
utero, piedra angular en el proceso de placentacion en este género (Allen, 2001).

Segln Wooding y col. las células de la faja coridnica comienzan a secretar eCG en el
dia 32 de gestacion, tres dias antes de invadir el endometrio (Wooding y col, 2001
citado por Flood, 2003). Es por ello que se plantea la posibilidad de que la eCG
cumpla un rol en la invasién del trofoblasto, como sucede con la hCG en humanos
(Nakayama y col., 2003 citado por Flood, 2003).

4. 2 DIAGNOSTICO DE GESTACION MEDIANTE PALPACION RECTAL

Con la debida precaucién y experiencia, la palpacion de la vesicula embrionaria es
posible alrededor del dia 20.La ubicacién de la misma en el utero es ventral y por lo
comun esta localizada en la zona de transicién entre el cuerpo y uno de los cuernos.
La técnica para la localizacién consiste en palpar el aspecto ventral del ttero con los
dedos doblados hacia el margen craneal del mismo y alcanzar por debajo el cuerpo y
cuerno. La vesicula embrionaria en el dia 20 mide aproximadamente 30 a 40 mm de
diametro. Una delicada palpacion revelara una pequefia disminucién en el tono de la
pared uterina encima del area vesicular si se compara con el resto del cuerno uterino.
El feto/embriobn no puede ser palpado en este estadio por ser extremadamente
pequefio (1-2 mm). Una prefiez temprana podria ser confundida con un gran quiste
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uterino; sin embargo, en este caso, el tono del tracto reproductlvo no es tan &rme
como en la prefiez (McKinnon, 1993). o

4.3 MEDICION DE eCG COMO DIAGNOSTICO DE GESTACION . 6o g8
Los métodos inmunolégicos de diagnéstico de prefiez generalmente se basan en la
reaccion antigeno-anticuerpo. El anticuerpo es producido por hiperinmunizacion de
otro animal, como por ejemplo el conejo, utilizando la eCG como antigeno. Uno de los
métodos, el ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), requiere un anticuerpo
especifico para eCG que se adhiere a una fase sélida (microplatillo); si la eCG esta
presente en el suero de la yegua ésta sirve como un antigeno y se une al platillo que
contiene el anticuerpo. Una reaccién enzimatica y un cambio de color son usados para
cuantificar la eCG. Al haber sido comparado el test de ELISA con otros métodos
inmunol6égicos de deteccién de eCG, se concluy6é que éste era capaz de detectar mas
tempranamente (dia 35) la presencia de la hormona (McKinnon, 1993).

4.4 DINAMICA DE LA eCG LUEGO DE LA PERDIDA DE LA GESTACION

Un aspecto no deseable de las copas endometriales, es su inalterada capacidad de
producir eCG luego de la pérdida de la prefiez (Ginther, 1998). El periodo durante el
cual la PMSG se mantuvo detectable en sangre luego del aborto fue determinado para
confirmar los hallazgos de Mitchell, (1971). El tiempo medio de 134 dias post-
concepcién fue similar a los 129 dias post-concepcion resultado del grupo de yeguas
de edad similar cuyas prefleces no terminaron prematuramente. La laparotomia
realizada a la yeguas que abortaron demostr6é que la presencia de PMSG en la sangre
podria estar relacionada a las copas endometriales persistentes (Mitchell y Betteridge,
1972 citado por Mitchell y Allen, 1975). No hubo evidencia de que las pérdidas de
prefiez estuvieran relacionadas con niveles de PMSG, porque los ultimos fueron
similares en yeguas que abortaron y en yeguas con prefieces normales (Allen, 1969
citado por Mitchell y Allen, 1975).

Cuando el aborto ocurre luego del dia 35, las copas endometriales pueden persistir por
un corto tiempo, lo que significa que a) la eCG es todavia detectable y puede ser
responsable de falsos positivos en el diagnéstico de prefiez y b) éstas yeguas
comunmente fallan en retornar al estro (McKinnon, 1993).

En estudios realizados por Douglas y col. se observd que yeguas en las que se indujo
el aborto con PG F2a entre los dias 80-90 de gestacién mostraron celo a los dos dias
del aborto con ovulacion 4,5 dias después (Douglas y col., 1974). Jeffcott y col.
reportaron que la pérdida fetal, luego de la formacién de las copas endometriales, no
parecié afectar la subsecuente secrecién de eCG (Jeffcott y col., 1987). Sin embargo,
Fey y Douglas observaron que las concentraciones en plasma de eCG en los dias 42 -
45 de gestacion fueron menores en yeguas que abortaron (3,3 UI/mL) que en aquellas
yeguas que mantuvieron normaimente la gestacion (19,6 Ul/mL) (Fey y Douglas citado
por Jeffcott y col., 1987).
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Darenius también encontré que la produccién de eCG disminuy6 levemente cuando el
feto muri6 pocos dias después de la formacion de las copas endometriales. Debido a
que la presencia de esta hormona esta asociada con una gran variacion individual, con
yeguas produciendo minimas cantidades de eCG y aun asi llevando el feto a término,
es dificil determinar un minimo nivel necesario para el desarrolio normal de la prefiez
(Darenius, 1987).

En lo que refiere a la presentacion del estro, cuando las copas endometriales son
funcionales, generalmente el aborto no es seguido de presentacion de estro. De
hecho, en algunos estudios, el estro y la ovulacién fueron demorados hasta el dia
100-120, cuando las copas endometriales regresaron. Ocasionalmente, sin embargo,
el estro con ovulacién puede observarse 2-3 dias post aborto, aunque la fertilidad del
mismo no ha sido bien documentada. Eventualmente pueden ocurrir estros
anovulatorios con un sustancial desarrollo folicular antes del cese de la funcion de las
copas endometriales (Lofstedt, 1986).

La terapia con prostaglandinas parece no tener efecto en la funcion de las copas
endometriales, y las yeguas se mantiene positivas a tests para la hormona incluso
luego de ocurrido el aborto. Una idéntica situacion se da luego de ocurrido el aborto
espontaneo (Lofstedt, 1986).

En un estudio realizado por Squires y col. un grupo de yeguas con 70 dias de
gestacion fue tratado con un analogo de prostaglandina (fluprostenol) con el fin de
inducir el aborto. Aparentemente, la funcion de las copas endometriales no fue
alterada luego de la inyeccién de fluprostenol ya que las concentraciones de eCG se
mantuvieron elevadas durante, al menos, una semana luego de la inyeccion. El estro
acompafiado por ovulaciébn se demord aproximadamente 40-50 dias (Squires y col.,
1980).

Si un feto muere entre 40 y 140 dias de gestacion, las copas endometriales (tejido fetal
independiente de la supervivencia fetal) continGan secretando eCG que sigue
estimulando el desarrollo de cuerpos liteos anovulatorios en los ovarios de la yegua,
evitando que ésta retorne a ciclar normaimente y vuelva a prefiarse durante la misma
temporada (Volkmann, 2002).

Si la prefiez falla, cualquiera sea la razén, luego del dia 40, cuando la invasién del
endometrio por las células de la faja coribnica ya ha tenido lugar, las copas
endometriales resultantes persistiran y continuaran secretando eCG durante un
periodo de 3-5 meses, tal como sucede en la prefiez normal (Allen, 1975; Daels y col.,
1991 citados por Allen, 2003).

La concentracion de eCG presente en la sangre de la yegua luego de la pérdida de la
prefiez, refleja directamente la cantidad total de tejido activo perteneciente a las copas
endometriales, dependiente a la vez del desarrollo de la faja coriénica del progenitor e
influenciado en gran medida por el genotipo fetal y el ambiente uterino (Allen y col.,
1993 citado por Allen, 2003). Por ende, las yeguas que desarrollan copas
endometriales pequefias y, por tanto, exhiben niveles relativamente bajos de eCG (por
ejemplo: < 30 Ul/mi.) entre los dias 40 y 80 post cubricién, frecuentemente
responderan a la induccién de la lutedlisis, controlada por medicién de progesterona, y
presentaran un estro ovulatorio verdadero. El servicio puede resultar en concepcion y
establecimiento de una segunda prefiez; el desarrollo embrionario temprano y la
placentaciébn no son interferidos por las persistentes copas endometriales y los
continuos bajos niveles de eCG en la sangre de la yegua (Allen, observaciones no
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publicadas citadas por Alien, 2003). La experiencia relata que, en yeguas con una gran
cantidad de tejido perteneciente a las copas endometriales y altas concentraciones de
eCG (> 80 UlI/ml) luego de la pérdida de la prefiez, y especiaimente aquellas que
tuvieron mellizos y por lo tanto dos sets de copas endometriales secretando el doble
de eCG (Allen, 1970 citado por Allen, 2003), los ovarios se vuelven pequefios, duros y
completamente inactivos a medida que la yegua ingresa en un profundo estado de
anestro. Esto seria revertido, unicamente, a través de la degeneracién de las copas y
la resultante caida de las concentraciones de eCG en el suero. Por lo tanto, el Gnico
tratamiento viable en estos animales es la ablacién laser guiada por video-endoscopia
de las copas endometriales (Bracher y col., 1994 citado por Allen, 2003).

En resumen, la medicién de la concentracién de eCG y progestagenos, mediante el
método de ELISA, es el método de laboratorio mas Util para encarar una pérdida de
prefiez después del dia 40. Un buen andlogo de prostaglandina F2a, administrado
diariamente o a dias alternos mientras se monitorea la progesterona, y las facilidades
de la técnica laser mencionada anteriormente son la mejor opcion en tratamientos para
hacer que las yeguas afectadas retomen al estro y vuelvan a cubrirse tan pronto como
sea posible luego del diagnéstico de la pérdida de prefiez (Allen, 2003).

4.4 1 Persistenci dometrial

La persistencia de copas endometriales es una condicién patolégica observada en
yeguas que abortaron cuya causa determinante no es conocida. En esta circunstancia
contintan produciendo eCG hasta aproximadamente 130 dias luego de la concepcién,
cuando regresan. (Mitchell y Allen,1975; Mitchell, 1971 citado por Silva y col. 1995).
Tipicamente, las copas endometriales no son facilmente identificables mediante
ultrasonografia, pero son mas faciles de ver durante el proceso de calcificacion
distréfica. Las areas hiperec6icas son copas endometriales retenidas que se
acompaiian de ovarios con foliculos luteinizados anovulatorios. El examen histologico
confirmara la mineralizacién de las copas endometriales, fenémeno acompaiiado por
altas concentraciones de eCG y progesterona en sangre (Willis y Riddle, 2005).

La persistencia de las copas endometriales es un inconveniente en el cual estas
estructuras permanecen por semanas, 0O incluso meses, luego de un aborto,
espontaneo o inducido, proveniente de una prefiez que se desarrollé normaimente.
Como es sabido, las copas endometriales se desarrollan en el endometrio materno, sin
mantener mas conexion fisica con las membranas fetales de donde se originaron una
vez que invaden el tejido materno. Por ende la pérdida de la prefiez no afecta las
copas significativamente y las mismas pasan a través de su normal ciclo de
crecimiento, secrecion hormonal y degeneracién tal como si la yegua continuara
preftada. Curiosamente la eCG secretada por las persistentes copas endometriales
tiende a suprimir, mas que a estimular, la funcion ovarica materna y las yeguas mas
afectadas pasan a un tipo de anestro gonadotrofina- inducido del cual solo puede
emerger y comenzar a producir nuevos foliculos ovulatorios cuando las copas han
finalmente regresado (en el tiempo equivalente a 100-140 dias de gestacion) y la eCG
ha desaparecido de la sangre materna (Allen, 1975; Urwin y Allen, 1982 citado por
Allen, 1994).

Sin embargo, la ablacion de las copas endometriales persistentes por excision
quirirgica (Urwin y Allen, 1982) o electrocauterio (Huber y col., 1993) via laparotomia
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por linea media realmente acelera el retorno de la yegua al estro y la normal funcién
ovarica (Allen, 1994). Un ejemplo de lo primero es un trabajo realizado por Huber y col.
(1993) en donde un grupo de yeguas fue sometido a una histerotomia con remocion
del feto y anexos y extirpacion quirdrgica del tejido de las copas endometriales.

Esta ultima maniobra resulté en una caida abrupta de las concentraciones de eCG.

El término tiempo medio fue utilizado para definir cuanto tiempo demora la eCG en
reducir su concentraciéon a la mitad; en el caso de las yeguas operadas los tiempos
medios fueron de 5,4 a 8,8 dias, valores significativamente menores a los de las
yeguas controles del experimento (Huber y col., 1993).

4.5 INTERRUPCION DE GESTACION POR MANIOBRA MANUAL

Luego del dia 80, la prefiez puede ser terminada por la penetracion manual del tapon
cervical y la cuidadosa dilatacién del cérvix por un periodo de 10 a 20 minutos. Si el
alantocorion es simplemente desgarrado sin extraer el feto, el aborto usualmente
ocurre entre 2 y 7 dias. Sin embargo, la fiabilidad de este ultimo método es
pobremente documentada (Lofstedt, 1986). Sin embargo en nuestro pais, Carbo y col.
(1987), realizaron un trabajo en donde lograron interrumpir la gestacion mediante la
ruptura manual de la bolsa corioalantoidea, con un 100% de efectividad.

46 INTERRUPCION DE GESTACION POR ADMINISTRACION DE
PROSTAGLANDINA O ANALOGOS

Durante el periodo de secrecién de eCG, la terminacién de la prefiez puede ser
lograda a través de la administracibn de PG F2a o analogos (Varner y col., 1988;
Kasman y col, 1988 citados por Montavon y col, 1991), aunque luego del
establecimiento de las copas endometriales, la respuesta a una sola inyeccién
intramuscular de PG es variable, ya que esta es menos efectiva en causar el aborto en
yeguas (Ginther 1979 citado por Jefcott y col., 1987). Existen varios trabajos que
ratifican lo anterior.

En el estudio realizado por Douglas, una inyeccién intramuscular de 1,25 0 1,5 mg de
PG administrada a yeguas con gestaciones entre 40 y 150 dias resuitd en aborto en,
aproximadamente, la mitad de ellas (Douglas y col., 1974). En contraste, Squires
observé que no abortd ninguna de las yeguas tratadas con una doble inyeccion
intramuscular de fluprostenol a los dias 70 y 77 de gestacién (Squires, 1980). Multiples
inyecciones de PG, sin embargo, fueron eficaces. Todas las yeguas tratadas con 2,5-
5,0 mg. de PG o 250 ug. de fluprostenol intramuscular, una o dos veces al dia,
abortaron 3-5 dias después de comenzado el tratamiento (Douglas y col., 1974;
Squires y col., 1980; Rathwell y col., 1987 citados por Paccamonti, 1991).

Otro aporte fue el trabajo de Daels y col. en donde seis yeguas, entre 82 y 102 dias de
prefiez, fueron tratadas diariamente con 250 ug. de cloprostenol. Ei tiempo medio
desde la primera inyeccién hasta la expulsién fetal fue de 48,6 +5,6 horas y fueron
requeridas 2,8+0,2 administraciones de cloprostenol (Daels y col., 1995).

Varios son los trabajos que respaldan que luego del segundo mes de gestacién, es
decir, luego del comienzo de la secrecién de eCG, multiples administraciones de PG o
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sus analogos, tanto a intervalos de 12 como de 24 horas son requeridos para inducir el
aborto en yeguas (Lofstedt, 1986; Voller y col., 1991; Ginther, 1992; Squires y Bosu,
1983 citados por Daels y col., 1995; Daels y col., 1996).

461 M ism ion de la pr landin nal

En la mayoria de los animales domésticos, los métodos para la terminacién de la
prefiez estan basados en la eliminacién de la fuente de progesterona. En la yegua,
durante los primeros 40 dias, la gestacion es mantenida por la progesterona secretada
por el cuerpo lGteo materno y la administracién de una unica dosis luteolitica de PG
F2a o anélogos es suficiente para causar la completa regresion luteal y terminar la
prefiez. Alrededor del dia 40, y hasta los 100 - 150 dias de gestacion, se cree que la
accién luteotrépica de la eCG estimula la continua secrecién de esteroides por el
cuerpo luteo primario y el desarrollo de un cuerpo liteo secundario (Daels y col.,
1995).

A partir del segundo mes de gestacion, la unidad feto-placentaria contribuye al pool de
progestinas y estrogenos circulantes. Desde aproximadamente el dia 70 de gestacién,
los cuerpos liteos maternos ya no son necesarios para el mantenimiento de la prefiez,
aunque continien secretando progesterona hasta los dias 100 - 150. Holtan y col.
observaron que luego de una ovariectomia al dia 70 de gestacién, 8 de 14 yeguas se
mantuvieron preiladas (Holtan y col., 1979). Daels y col. realizaron ovariectomia a 5
yeguas al dia 20 de gestacién y suplementaron con progesterona (altrenogest) hasta
el dia 70 manteniéndose todas ellas prefiadas (Daels y col.,1990). También Daels,
realizé un estudio en donde 4 yeguas prefiadas, en las cuales el cuerpo luteo habia
regresado debido a una endotoxemia inducida experimentalmente continuaron
normalmente con su gestacion luego de suspender la suplementacién con altrenogest
en el dia 70 de gestacion a pesar de la ausencia de tejido luteal activo en los ovarios
maternos (Holtan y col., 1979; Daels y col.,1990; Daels y col., 1991 citados por Daels y
col., 1995).

En un reporte de Voller y col, 5 yeguas recibieron suplementacion diaria con
altrenogest y fueron tratadas cada 5 dias con dosis luteoliticas de PG F2a. En estas
yeguas, el cuerpo liteo primario regres6 con la primera inyeccion de PG F2a en el dia
10 de prefiez. Sin embargo, el cuerpo liteo secundario no regres6 consistentemente
luego de la inyeccién y fue concluido que la PG F2a fall6 en inducir la lutedlisis
completa debido a la presencia o desarrollo de tejido luteal inmaduro que no respondié
al tratamiento. También es posible que la falla en inducir la luteblisis completa sea
debido a los efectos luteotrépicos de la eCG (Voller y col., 1991 citado por Daels y col.,
1995).

De trabajos previos se desprende que la completa eliminacién del cuerpo liteo
funcional podria no ser el Gnico factor en la produccién del aborto, debido a que las
yeguas ya no requieren de la progesterona luteal para el mantenimiento de la prefiez.
Es posible que el aborto sea el resultado de la combinacién de la reduccién de los
niveles de progesterona y los efectos directos de la PG F2a sobre el ltero gravido
(Daels y col., 1995).

Los mecanismos involucrados en la expulsion fetal siguen sin aclararse totalmente. En
el modelo genérico para el comienzo del parto en las especies mamiferas influyen
varios factores. Previo al comienzo del parto, los receptores de oxitocina (OX) y PG y
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las uniones gap miometriales estan presentes en bajos niveles. La ausencia de
uniones gap es responsable del establecimiento de alta resistencia del muasculo liso
miometrial y pobre coordinacién de las contracciones uterinas. Al parto, la aparicién de
gran nimero de uniones gap favorece significativamente la relacién eléctrica en el
miometrio y tiene un impacto critico en la habilidad del mismo para desarrollar las
contracciones sincronizadas y de alta amplitud que se dan en el parto. El nimero de
receptores de OX se incrementa en el comienzo del parto, resultando en un aumento
en la respuesta a la OX pituitaria. La OX activa las contracciones miometriales a través
de la directa activacion de las células miometriales y de la estimulacién de la secrecién
de PG. Tanto la PG como la OX son potentes estimuladores de las contracciones
miometriales. En adicién, la PG podria también favorecer la formacién de uniones gap,
resultando en un aumento de la coordinacion de las contracciones miometriales, e
interactia con el sistema de OX para favorecer el efecto de ambos agonistas. Aunque
el rol relativo de la progesterona y estrégenos durante la iniciacion del parto es poco
claro y difiere entre especies, estd generaimente aceptado que durante la prefiez, la
progesterona tiene un efecto inhibidor sobre la formacién de uniones gap, receptores
de OX, secreciéon uterina de PG vy liberaciébn de OX pituitaria, mientras que los
estroégenos tienen un efecto opuesto. El comienzo del trabajo de parto no es debido
Unicamente a un aumento en la produccién de estimuladores sin0 mas bien a un
cambio en la relaciébn o balance de los agentes inhibidores y estimuladores. En
experimentos realizados, la concentraciéon de progesterona disminuy6é seguido a la
administracion de cloprostenol, mientras que la concentraciébn de estrégenos se
mantuvo incambiada resultando en una variacibn de la relacién
progesterona/estrégenos. La disminucién en la relacion provee un ambiente que es
mas favorable para los cambios asociados al parto como aumento del numero de
uniones gap y de receptores de OX. Ademas de inducir condiciones que conducen a
contracciones uterinas (uniones gap y ambiente esteroideo alterado), el cloprostenol
podria también estimular la secrecibn de OX pituitaria que a su vez estimula la
secrecion endégena de PG F2a por parte del utero y las contracciones del mismo. En
yeguas no prefadas, la administracion de PG F2a estimula la secrecién de OX
pituitaria (Daels y col., 1993 citado por Daels y col., 1995) y las contracciones
miometriales (Cadario y col., 1994; Troedsson y col.,1994 citados por Daels y col.,
1995). Por ende, es posible que la secrecién espontanea de PG F2a en las horas
previas a la expulsion fetal sea provocada por un cambio en la relacion
progesterona/estrégenos resultando en un aumento en la sensibilidad miometrial a la
OX que resulta en la estimulacibn de la secrecion de PG F2a uterina y en
contracciones miometriales. La hipotesis es soportada por los resultados de los
experimentos de laboratorio que indican que la progesterona inhibe la PG F2a
endégena manteniéndose asi la prefiez (Daels y col., 1995).

En conclusién, los datos demostraron que el aborto inducido por cloprostenol esta
asociado con una secreciéon significativa de PG F2a endégena. La expulsion fetal
coincide con una secrecién sostenida de PG F2a. La expulsién fetal y la secrecién de
PG F2a ocurren al mismo tiempo que la progesterona ha alcanzado bajos niveles
(Daels y col., 1995).

La concentracion de estrégenos conjugados no cambia significativamente durante los
dias que preceden al aborto sugiriendo que el feto se mantiene viable hasta poco
antes de la expulsion fetal (Daels y col., 1995).
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Los mecanismos involucrados en el aborto inducido por PG, son escasamente
comprendidos y han sido revisadas varias explicaciones para la necesidad de aplicar
repetidamente las dosis de PG F2a. Es posible que, debido a una accion antiluteolitica
de la eCG o el desarrollo de cuerpos liteos secundarios, se requieran multiples dosis
de PG F2a o anélogos para alcanzar la completa lutedlisis. Sin embargo, el hecho de
que la prefiez continda en la ausencia de produccién materna de progesterona
(ejemplo: luego de una ovariectomia durante el segundo trimestre de gestacién) no
apoya el concepto de que se requiera una lutedlisis completa para terminar la prefiez
en el segundo trimestre de gestacién. El aborto, luego de multiples dosis de PG F2a,
podria ser el resultado de un desvio en la relaciébn progesterona/estrogeno
subsecuente a la disminucién en la produccion de progesterona. El cambio en el
ambiente esteroideo podria resultar en un aumento del nidmero de receptores
miometriales para OX y PGs; un aumento de la actividad enzimatica de la
prostaglandina-sintetasa y en la formacibn de uniones gap, resultando en un
incremento de la contractilidad del miometrio. Bajo estas condiciones, es posible que
la estimulacién repetida del Gtero con PG F2a exégena culmine con un efecto “forward
loop” (retroalimentacion), similar al mecanismo propuesto para el parto (Daels y col.,
1996).

5. MATERIALES Y METODOS

5.1 ANIMALES

Se utilizaron 37 yeguas cruza, entre 3 y 7 ailos de edad, con un peso promedio de 350
kg e identificadas con nimeros marcados a fuego. Las yeguas fueron servidas por
monta natural a campo, con padrillos cruza del mismo género y especie, las mismas
no poseian antecedentes de patologias del tracto reproductivo ni subfertilidad. La
totalidad de las yeguas utilizadas estaban prefiadas al comienzo del experimento.
Tanto el diagnéstico de prefiez como la edad gestacional fueron determinados
mediante palpacion rectal, método por el cual es posible confirmar prefiez a partir del
dia 20 aproximadamente (McKinnon, 1993). Las 37 yeguas cumplian con la condicién
de portar una gestacién simple de 70-75 dias, y a su vez tener una concentracion
sérica de eCG mayor a 30 U/mL, de manera de evidenciar mas faciimente los
posteriores cambios en la hormona.

5.2 TRATAMIENTOS

De las 37 yeguas, 31 fueron separadas al azar en 2 grupos, uno de 15 animales y otro
de 16. El grupo control se formé posteriormente con 6 animales de la misma
poblacion. Al dia 70+5 de gestacién, se procedi6 a realizar la maniobra destinada a la
interrupcion de la gestacion en los dos grupos tratados. El grupo | (n=16) fue tratado
con un analogo de PG F2q, cloprostenol (Estrumate®), a una dosis de 250 ug. por dia
durante tres dias por via intramuscular. En el grupo Il (n=15) se realiz6 la maniobra
mecanica de ruptura manual de anexos embrionarios por via transcervical.
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5.3 OBTENCION DE MUESTRAS

Para la cuantificacién de la concentracion de eCG, las muestras de sangre fueron
obtenidas por venopuncién yugular mediante la utilizacion de aguja 18G y jeringas
plasticas descartables. En los grupos tratados, se comenz6 el dia 7015 de gestacion
extrayéndose muestras cada 48 horas y finalizando 20 dias después. En el grupo
control, se comenz6 el dia 7515 extrayéndose muestras cada 5 dias y finalizando el
dia 955 de gestacion.

La sangre fue transportada en forma individual en tubos secos de vidrio. Se los
mantuvo a temperatura ambiente durante aproximadamente 4 horas, para la formacion
del coéagulo. Luego se los colocd en la heladera (5°C). En el laboratorio se procedio a
la obtencién del suero mediante centrifugaciéon (centrifuga Rolco ® Modelo 1970-
Industria Argentina). Cada muestra de suero fue dividida en dos y colocada en tubos
Eppendorf (Medicor ®) identificados con el dia de extraccion correspondiente (0-10
para los grupos tratados, 0-4 para los controles) y nimero de yegua. Por ultimo las
muestras fueron conservadas en freezer (-18°C).

5.4 ANALISIS HORMONAL

Se utiliz6 la técnica ELISA (Enzyme Linked Inmunoabsorvent Assay) para medir las
concentraciones de eCG en todas las muestras de suero recolectadas. En el ensayo
se empleé un kit comercial siguiendo las instrucciones del mismo. El mismo es un
ELISA de fase sblida basado en el principio “sandwich”. Los pocillos son revestidos
con un anticuerpo monoclonal dirigido contra un sitio antigénico unico en la molécula
de eCG. Una alicuota de muestra de suero conteniendo eCG endbgena es incubada
en el pocillo revestido. En un segundo paso una enzima conjugada (anticuerpo anti
eCG conjugado a una peroxidasa) es incubada en los pocillos. El conjugado no unido
es lavado. La cantidad de peroxidasa unida es proporcional a la concentracién de eCG
en la muestra. Habiendo agregado la solucién sustrato, la intensidad de color
desarrollada es proporcional a la concentracion de eCG en la muestra. Luego se lee la
absorbancia mediante un lector de micropocillos calibrado a 450 +10nm. El ensayo
mostré un limite de sensibilidad de +10 Ul eCG /mL.

5.5 OBSERVACIONES Y MANIOBRAS DE DIAGNOSTICO

Los animales eran observados diariamente con el fin de evidenciar cualquier signo de
expulsion fetal. Aquellos en los que la expulsiébn no pudo ser confirmada, fueron
evaluados semanalmente mediante palpacién rectal. De la misma manera eran
evaluados los controles para controlar la permanencia del estado de gravidez.

5.6 ANALISIS ESTADISTICO
Los tres modelos (control, tratamiento hormonal y tratamiento manual) y sus

correspondientes pendientes se sometieron a la prueba de hipétesis nula, siendo la
Ho= las pendientes son iguales y la H4= las pendientes son distintas.
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Se realizé un modelo de regresién lineal maltiple con un nivel de significacién p< 0.05.
Se consideraron como variable dependiente o respuesta el nivel de hormona y como
variables independientes el nivel inicial de la hormona, tratamiento de la yegua y dias
de periodo de estudio. Se ajusté un modelo teniendo en consideracién ademas que los
datos fueron medidas repetidas en el tiempo de los mismos animales, por lo tanto no
asumimos que fueran independientes.

6.RESULTADOS

Las 31 yeguas comprendidas en los grupos tratados abortaron luego de ser sometidas
a las maniobras destinadas a la interrupcién de la gestaciébn. En las 16 yeguas
tratadas con analogo de PG F2a fueron necesarias las tres dosis indicadas para
terminar con la prefiez. En algunos animales de este grupo pudieron observarse ios
efectos secundarios del cloprostenol (malestar abdominal y sudoracién).

Figura 1. Concentraciones medias de eCG y errores estandar de los Grupos |, Il y
Grupo control en funcién del tiempo.
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evidentemente mas altos en comparacién con ambos grupos tratados. En este grupo
no pudo evidenciarse claramente una disminucién de la hormona hasta el dia 88 de
gestacion. |

Tanto en el grupo | como en el grupo i exustlé una disminucién de la hormona en
funcién del tiempo.

En la figura 1 se observa que el grupo rfvntrol presentd al dia 75, niveles
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Se aprecia ademas que las concentraciones de eCG siempre fueron menores en los
grupos tratados en comparacién con el grupo control, aunque la hormona se mantuvo
con niveles detectables.

De la gréfica se desprende ademas que los grupos | y |l presentaron errores estandar
apreciables.

Figura 2. Regresiones lineales de los Grupos |, Il y Grupo control (valor 0 = valor
inicial)
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Se realiz6 un modelo de regresién lineal para cada uno de los tratamientos (Grupo |,
Grupo Il 'y Grupo control).

Se tenian tres modelos y tres pendientes y se sometieron a hipétesis para ver si eran
diferentes, siendo las hipétesis: Ho = las pendientes son iguales; H1 = las pendientes
son diferentes. En ninguno de los casos pudimos rechazar la Ho.

Como no se tenian elementos para decir que habia un comportamiento distinto entre
los grupos, entonces pudimos incluir a los tres grupos en un mismo modelo (Figura 2).

El mismo fue un modelo de regresién lineal multiple, con un nivel de significacién de
P<0.05. Se consideraron como variable dependiente o respuesta el nivel de hormona y
como variables independientes el nivel inicial de la hormona, tratamiento de la yegua y
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dias de periodo de estudio. Se ajusté un modelo teniendo en consideraciéon, ademas,
que los datos corresponden a medidas repetidas de los mismos animales, y por lo
tanto no asumimos que fueran independientes. Cuando se corrié el modelo, todas las
variables fueron significativas. El coeficiente para dias (R1) fue negativo, es decir que
a medida que transcurre el tiempo la hormona cae. El tratamiento fue expresado en
dos variables “dummies” que tomaron como referencia el tratamiento hormonal. La 12
variable representa el efecto del tratamiento manual, que no fue diferente con respecto
al hormonal y la 22 variable expresa el comportamiento del grupo control con respecto
al hormonal, arrojando una diferencia altamente significativa, por consiguiente el
control tuvo valores mas altos.

| Robust
|

HGC Coef. Std. Err. t P>t [95% Conf. Interval]

Din | .4557625  .0509903 8.94 0.000 .3523495  .5591756
_ITRAT 1 | 3.946557  4.084339 0.97 0.340  -4.336866  12.22998
TITRAT 2 | 44.78686  6.471272 6.92 0.000 31.66251  57.91121

dias | -1.005859 .2393444  -4.20 0.000  -1.491272 -.5204459

_cons | 17.29584  3.840346 4.50 0.000 9.507262  25.08443

Cuadro 1. Regresion de los niveles hormonales por tratamiento (manual y hormonal) y
dias
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7. DISCUSION

Los hallazgos obtenidos coinciden con los de Allen (1975), Squires y col. (1980),
Lofstedt (1986), Jeffcott y col. (1987), McKinnon (1993), Ginther (1998), Daels y col.
(1991) citados por Allen (2003), los cuales aseveran que la eCG es detectable luego
del aborto entre los dias 35 y 120 siendo responsable de falsos positivos en el
diagnéstico de preiiez. Ademas nuestro trabajo afirma que la presencia de la hormona
en sangre es un hecho confirmatorio de que hay o hubo una gestacién de por lo
menos 35 dias, pero que este método de diagnostico de gestacion no permite
aseverar la persistencia de la prefiez. A diferencia de lo expuesto por Lanzzeri y col.
(2001) la hormona eCG persiste en la sangre materna luego de la pérdida de la
gestacién por lo que su medicién no es una herramienta fiable para el diagnéstico de
reabsorcion embrionaria.

Fundamentalmente las yeguas de ambos grupos tratados mostraron importante
variacién individual en sus niveles séricos de eCG para iguales dias de extraccion
igualmente a lo reportado por Allen y Stewart (1993), Vivo Rodriguez (1997), Allen
(2000 y 2003).

Observando la curva de regresion correspondiente al grupo control coincidimos con
Cole y Hart (1930), Allen (1969 y 1975), Allen y Stewart (1993), Allen (2001), Allen y
Stewart (2001) y Allen (2003) en que a partir del dia 60-70 de gestacion, la
concentracion sérica de eCG comienza a declinar debido a la degeneracién de las
copas endometriales.

Los resultados de nuestro trabajo se asemejan a los obtenidos por Mitchell (1971),
Mitchell y Betteridge (1972), Mitchell y Allen (1975), Squires y col. (1980), Jeffcott y
col. (1987), Lofstedt (1986), Daels y col. (1991) citados por Allen (2003), McKinnon
(1993), Ginther (1998) y Allen (2003), en cuanto a que la hormona eCG se mantuvo
detectable en sangre durante los dias posteriores al aborto.

En nuestro ensayo obtuvimos resultados similares a los hallados por Fey y Douglas
(1982), quienes observaron que las concentraciones en plasma de eCG fueron
menores en yeguas que abortaron que en aquellas yeguas que mantuvieron
normalmente la gestacion. Darenius (1987) también publicé que la produccién de eCG
disminuyé levemente cuando el feto murié después de la formaciéon de las copas
endometriales.

A pesar de que estos ultimos autores apoyan nuestros resultados, las titimas
investigaciones afirman que las copas endometriales son estructuras independientes
del feto y sus membranas y por ende la capacidad de produccién de eCG no se ve
alterada luego que se produce la interrupcion de la prefiez cualquiera sea el método (
Alien,1969 citado por Mitchell y Allen ,1975; Jeffcott y col.,1987; Ginther, 1998 y Daels

y col., 1991 citados por Allen, 2003).De acuerdo a esto, no esperabamos las

diferencias encontradas entre los controles y los grupos con tratamientos asumiendo
que éstas quizas puedan deberse al escaso nimero de yeguas que conformaban el
grupo control. Observando las graficas y comparando con los resultados obtenidos por
Huber y col. (1993), entendemos que los tratamientos no afectan drasticamente las
copas endometriales. En este uitimo trabajo, donde se removi6é quirdrgicamente el
tejido endometrial, los niveles de eCG cayeron a la mitad de su concentracion inicial
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en solo 6 dias aproximadamente con una marcada pendiente. En nuestro trabajo las
pendientes no fueron tan pronunciadas y no hubo diferencias entre la correspondiente
al grupo control y las correspondientes a los grupos tratados.

Encontramos que la prefiez puede ser efectivamente terminada por la penetracion
manual del tapén cervical, posterior dilatacion del cérvix y ruptura del alantocorion, ya
que todas las yeguas sometidas a esta maniobra abortaron, en concordancia con
Lofstedt (1986) y Carbo y col. (1987).

Iguaimente a lo observado por Douglas y col. (1974), Squires y col. (1980), Squires y
Bosu (1983), Lofstedt (1986), Rathwell y col. (1987), Varner y col. (1988), Kasman y
col. (1988), Voller y col. (1991), Ginther (1992), Daels y col. (1995) y Daels y col.
(1996), luego del comienzo de la secrecién de eCG, mdltiples inyecciones de un
analogo de prostaglandina a intervalos de 24 horas fueron requeridas para terminar la
prefiez.

Al no haber encontrado diferencias significativas entre ambos grupos tratados en
cuanto a la concentracion de eCG en el tiempo, coincidimos con Lofstedt (1986) en
que la terapia con prostaglandinas (0 analogos) parece no tener efecto en la funcion
de las copas endometriales.

No existen antecedentes de trabajos que comparen la eficacia de ambos métodos de
interrupcién de prefiez ni la dinamica de la hormona eCG luego de su realizacién. En
este estudio ambos métodos fueron iguaimente eficaces ya que todas las yeguas
abortaron sin inconvenientes. EI comportamiento de los niveles séricos de eCG no
presentd diferencias significativas al comparar ambos grupos por lo que se pudo
determinar que no existe influencia del método en la dinamica de la eCG.
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8. CONCLUSIONES

La medicién de eCG no es una herramienta fiable para el diagnéstico de gestacion ni
para el diagnostico de reabsorcion embrionaria. La hormona permanece detectable en
la sangre materna durante al menos 20 dias luego de interrumpir una gestacién de 70-
75 dias.

Los perfiles hormonales de las yeguas control presentaron diferencias significativas
con los de las yeguas de los grupos tratados, por lo tanto la induccién del aborto
alteraria la dinamica de la eCG, aunque la hormona permanece detectable durante al
menos 20 dias luego de la interrupcién de la gestacién.

La prefiez puede ser efectivamente terminada tanto mediante el método manual como
a través de la administracion de un analogo de prostaglandina. En el caso de este
ultimo es necesario aplicar tres inyecciones a intervalos de 24 horas. Por lo tanto el
método manual representa una herramienta mas econémica.

No existen diferencias entre ambos métodos cuando comparamos la dinamica de eCG
luego de su realizacion.
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