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RESUMEN

Nuestro objetivo fue estudiar la relacion entre la concentracion de eCG al
momento del aborto en yeguas y el posterior desempefo reproductivo en la misma
temporada. Veintidds yeguas mestizas de tipo Criollo, con edades gestacionales
aproximadamente iguales (rango de 70 a 77 dias) fueron inducidas a abortar
mediante ruptura digital de las membranas fetales. Al momento de la induccion y
durante las diez semanas siguientes, se midieron las concentraciones séricas de
eCG y se realizé un seguimiento de la actividad reproductiva. La concentracién de
eCG previo al aborto fue variable entre las yeguas, con una media de 31.7 £ 28.1
Ul/ml (rango: 0.81-86.63 Ul/ml).La concentracion de eCG fue decreciendo y todas
las yeguas alcanzaron concentracion de 0 Ul/ml dentro de los 70 dias posteriores al
aborto. La mitad de las yeguas que abortaron volvié a ovular luego del aborto, en
un promedio de 34.4+ 9.8 dias post aborto (rango 11 a 60). El 90.9% de las yeguas
que ovulé, volvid a gestar. Observamos concentraciones umbrales de eCG por
debajo de las cuales las yeguas fueron capaces de ovular ( 2.9Ul/ml) y concebir
nuevamente (1.4 Ul/ml). La eCG al momento de inducir el aborto fue
significativamente menor en las yeguas que ovularon que en las que no ovularon
(p=0.007), y también fue menor en las yeguas que volvieron a concebir que en las
que no lo hicieron (p=0.002). Encontramos una correlaciéon positiva (r’=0.40) entre
la concentracion de eCG al momento del aborto y el intervalo primera gestacion-
segunda gestacion (p=0.05).Las tasas de ovulacion y gestacion estdn relacionadas
con la eCG al momento del aborto. Yeguas con <35 IU/ml de eCG al aborto tuvieron
mayores tasas de ovulaciéon (p=0.024) y concepcion (p=0.002) que yeguas con >35
Ul/ml. Ninguna yegua con >35 Ul/ml volvié a concebir dentro de los primeros 70
dias posteriores al aborto. En conclusién, en yeguas que abortan al dia 70, la
concentracion de eCG puede ayudar a establecer un prondstico sobre el
comportamiento reproductivo para el resto de la temporada.



SUMMARY

The aim of the present experiment was to study the relationship between eCG
concentration in mares at and after abortion and the subsequent reproductive
activity in the same breeding season. Twenty two mixed breed, Criollo type mares
with the same gestacional ages (70 to 77 days) were induced to abort by digital
puncture of fetal membranes. Immediately before induction, and for the next ten
weeks, eCG concentration and reproductive activity were monitored. Pre-abortion
eCG was variable, with a mean of 31.7 £ 28.1 IU/ml (range, 0.81-86.63 IU/ml). eCG
decreased after abortion and all mares reached 0 IU/ml within the next 70 days.
Half of the mares ovulated again after a mean of 34.4 + 9.8 days post abortion
(range, 11-60 days). 90.9% of the mares that ovulated reconceived during the
experiment. We observed threshold eCG concentrations below which mares are
able to ovulate (2.9 IU/ml) and conceive (1.4 IU/ml). Pre-abortion eCG was
significantly lower in mares that ovulated than in those that did not (P= 0.007), and
lower in mares that re conceived than in mares that did not (P=0.002).The interval
from first to second conception was positively correlated with pre abortion eCG
concentration (r’=0.40). Ovulatory and pregnancy rates were related to eCG
concentration at abortion: mares having <35 IU/ml had significantly higher
ovulation (P= 0.024) and pregnancy rates (P= 0.002) than mares >35 IU/ml. No
mares with >35 |IU/ml became pregnant again. In conclusion, in mares aborted
around day 70, measuring eCG concentration can help establish a functional
prognosis for the same breeding season.



INTRODUCCION

En el Uruguay el sector ecuestre ha experimentado un crecimiento
importante en los ultimos afios. Uruguay es el segundo pais del mundo con mayor
relacién caballos/habitante luego de Mongolia. El sector ecuestre genera 18000
puestos de trabajo directos entre trabajadores de tiempo completo y parcial, y hay
67.000 personas integrantes de nucleos familiares que perciben ingresos derivados
de la industria ecuestre por concepto de trabajo directo (Ferrari, 2012). El
conocimiento de la medicina y la reproduccién por parte de los veterinarios de
equinos uruguayos debe acompanar este crecimiento de la industria hipica. El
equino va ganando terreno como una especie productiva, y dentro de la
produccién equina la reproduccion es un aspecto fundamental.

Las pérdidas gestacionales representan una pérdida econdmica para la
industria. En la yegua, en general se pierde un 12 % de las prefieces, la mayoria de
las cuales son pérdidas embrionarias, que ocurren antes del dia 40 de gestacion
(Morris, 2002). Aunque las pérdidas fetales, luego del dia 40, representan menos
del 5% del total, hay situaciones en que este porcentaje se vuelve mas importante
(Zent, 2003), y contextos productivos donde la gestacion es interrumpida
voluntariamente luego de ese momento. Tradicionalmente se ha descrito que las
yeguas que pierden su gestaciéon entre los dias 40 y 140,periodo de actividad de las
copas endometriales, no ciclan normalmente luego del aborto y no vuelven a
concebir dentro de la misma temporada reproductiva, perdiéndose asi un afio
productivo de la yegua (Jeffcot et al. 1987; Allen, 1994; Allen y Wilsher, 2009; de
Mestre et al. 2011).

Las copas endometriales, exclusivas del género Equus, son estructuras
temporarias derivadas del trofoblasto fetal que se establecen en el Utero
aproximadamente entre los dias 40 a 140 de gestacién (Allen et al. 1993). Una vez
establecidas, las copas siguen su normal desarrollo aunque la prefez se
interrumpa, para desaparecer en el momento en que lo harian si la yegua siguiese
prefiada (Allen, 1994). La eCG o gonadotrofina coridnica equina es una hormona
producida por las copas endometriales, y su funcidn esta relacionada tedricamente
al mantenimiento de la prenez (Urwin y Allen, 1982). Se ha sugerido que las yeguas
gue tiene menos eCG al momento del aborto serian las que podrian retornar antes
a la ciclicidad normal y volver a concebir en la misma temporada (Allen, 2003).

Recientemente se han publicado reportes de casos en que se reutilizan
como receptoras, poco tiempo después del aborto, a yeguas que han sido
inducidas a abortar alrededor del dia 65, en pleno periodo de actividad de las copas
endometriales (Aguilar et al. 2012, Cuervo Arango et al. 2015). Esto generd una
controversia, ya que de acuerdo a lo descrito tradicionalmente, éstas yeguas no
ciclarian con normalidad en seguida del aborto. El objetivo de este trabajo es
estudiar la relacién de la concentracion de eCG al aborto y luego de éste, con el
desempefio reproductivo de la yegua dentro de la misma temporada.



ANTECEDENTES ESPECIFICOS

1. LAS COPAS ENDOMETRIALES

1.1 Origen y formacion

Al dia 25 de la gestacidn equina comienza a formarse una estructura
denominada faja coridnica, que se ve como una franja de color blanco rodeando la
circunferencia del concepto, ubicada sobre el lugar en el que toman contacto el
alantocorion en crecimiento y el saco vitelino en regresion (de Mestre et al. 2011).
Histolédgicamente la faja estd formada por pliegues del trofoblasto, que en esa
region tiene sélo una capa de células de espesor (Allen y Wilsher, 2009). Alrededor
del dia 30 de gestacion, las células en las puntas de estos pliegues proliferan
rapidamente, dando lugar a proyecciones cuyos extremos se aplanan al tomar
contacto con el endometrio (Wooding et al. 2001). Las proyecciones adyacentes,
junto con los espacios que quedan entre ellas, conforman estructuras parecidas a
glandulas, y secretan una sustancia mucosa que ayudaria a adherir el trofoblasto
con el endometrio (Allen, 2003; Allen y Wilsher, 2009). Al dia 32, las células de la
faja coridnica que hasta ahora proliferaban rdpidamente y contaban con un Unico
nucleo, dejan de multiplicarse y se diferencian en células binucleadas incapaces de
dividirse, pero capaces de secretar una glicoproteina particular: la eCG o
gonadotrofina coriénica equina, hormona especifica de la prefiez equina (Wooding
et al. 2001; de Mestre et al. 2011). Al dia 35, la faja coridnica puede verse
macroscépicamente como una banda palida de 1 a 1.5 cm de espesor sobre el
limite del alantocorion, que en ese momento ocupa los dos tercios inferiores de la
vesicula embrionaria.

Entre los dias 35 a 37, la faja entera se desprende del concepto (Alleny
Wilsher, 2009). Aproximadamente en el mismo momento, las células hiperpldsicas
comienzan a migrar desde la faja coridnica, y a invadir el epitelio luminal del
endometrio, extendiendo seuddpodos que les permiten pasar entre las células
epiteliales, y a veces a través de ellas, destruyéndolas. Atraviesan las glandulas
endometriales y sus membranas basales, y se internan en el estroma, rompiendo
vasos linfaticos pero respetando los capilares (Allen, 2003). La migracion por el
estroma dura de 24 a 48 horas, luego de las cuales las células dejan de trasladarse,
se agrupan entre si y se agrandan significativamente, formando las copas
endometriales (Allen et al. 1973). Posteriormente el epitelio endometrial vuelve a
crecer sobre la superficie de la copa. Estos tres eventos: proliferacién,
diferenciacién a células binucleadas capaces de secretar eCG, y adquisicion del
fenotipo invasor, se completan en aproximadamente diez dias (Antczak et al.
2012).

Desde que se inicia la invasion de células trofoblasticas al utero, se genera
una respuesta inmune materna frente a ellas. Linfocitos y otros leucocitos se
acumulan en el estroma endometrial alrededor de las células invasoras, las cuales
expresan antigenos paternos mediante MHC de clase | (Wilsher y Allen, 2009). Este
aspecto sera abordado mads adelante.



1.2 Factores reguladores de la formacion de la faja corionica

Hay varios factores de crecimiento que se expresan en los tejidos
adyacentes a la faja coriénica y que podrian estar implicadas en la regulacion de la
diferenciacidon de esta estructura (de Mestre et al. 2011; Antczak et al. 2012).

Uno de estos factores es el factor de crecimiento-expansidon hepatocitario
(HGF-SF)secretado por el mesodermo alantoideo. Stewart et al. (1995) propusieron
gue el HGF-SF, altamente mitogénico, estimula la proliferacion de las células
trofobldsticas que estan sobre el alantoides. El trofoblasto en toda su extensidn
expresa el receptor especifico para este factor, llamado receptor c-met. En los
sectores en que el trofoblasto esta unido firmemente al alantoides, la
multiplicacién celular hace que las membranas fetales se expandan y el concepto
crezca. Pero sobre la zona en que toman contacto el corioalantoides y la membrana
coriovitelina, las células trofoblasticas no estdn unidas a las capas subyacentes, por
lo que al multiplicarse se apilan sobre si mismas y expanden hacia los costados,
dando lugar a la faja coridnica. El HGF-SF les confiere ademas a estas células, un
fenotipo invasivo. La teoria de Stewart se vio apoyada con el descubrimiento de
que las células de la faja coridnica expresan c-met, el receptor del HGF-SF, y que
ademas secretan metaloproteinasas que son propias de células con fenotipos
migratorios. La expresion del factor de crecimiento epidermal (EGF) y del factor de
crecimiento trasformador (TGFb) aumentan dramaticamente en el epitelio de las
glandulas endometriales entre los dias 30 y 40 de gestacion, cuando las células
trofoblasticas adquieren fenotipo invasor. El factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) también es expresado en el endometrio durante el desarrollo de la
faja coridnica. No esta claro como actuarian estos factores de crecimiento, pero se
ha confirmado la expresidn de sus receptores en las células trofoblasticas
invasoras.

Hay ademas varios factores intrinsecos del propio tejido de la faja que
promueven su desarrollo, como por ejemplo el VEGF ya mencionado y otros como
el GCM1, un factor cuya expresidn maxima ocurre alrededor del dia 34, y que
estaria relacionado con la diferenciacion final de las células de las copas
endometriales (Antczak et al. 2012).

En un estudio comparando la expresion de genes en el trofoblasto invasor
con el trofoblasto no invasor en conceptos equinos de 33 a 34 dias, se encontraron
diferencia en alrededor de 300 genes. A destacar fue la gran cantidad de trascriptos
para interleucina 22 (IL22) encontrada en el trofoblasto invasor. La IL22 es una
citocina producida por los linfocitos Th17 y TH22 que tiene como tejido diana el
epitelio, y se cree que su funcién seria fomentar la re epitelizacion del endometrio
luego de la invasidn del tejido trofoblastico (Brosnahan et al. 2012).

1.3 Las copas endometriales maduras

Macroscdpicamente, alrededor de los 50 dias de gestacion, las copas
maduras se ven como placas pdlidas y elevadas en la superficie luminal del
endometrio, ubicadas en la base del cuerno gravido. Pueden ser placas aisladas,
desde 1 0 2 cm de didmetro, o cordones de mas de 10 cm de largo (Allen, 2003;
Wilsher y Allen, 2009; Antczak et al. 2012).Desde el punto de vista histoldgico estan
formadas por una masa de células binucleadas unidas entre si, con escaso estroma,



rodeadas por algunos vasos sanguineos y linfaticos. Las glandulas endometriales
obstruidas durante la migracion del trofoblasto presentan su porcién findica
dilatada por la acumulacién de material secretorio rico en carbohidratos (de
Mestre et al. 2011).

El tamafio de las copas es altamente variable entre copas y entre yeguas
(Allen y Wilsher, 2009; Wilsher y Allen, 2011; Boeta y Zarco, 2012). Hay varias
causas propuestas para esta variabilidad.

El tamafio de la faja coridnica del concepto, y por tanto la cantidad de tejido
invasor que entra en el endometrio materno es una de ellas. El tamafo de la faja
estaria determinado por factores genéticos, y las mayores diferencias de tamano se
evidencian entre conceptos hibridos de diferentes especies de equinos (Boeta y
Zarco, 2012; Antczak et al. 2012). Otro factor importante es la forma del
endometrio materno al momento de la invasion, cuando éste y el concepto con su
faja coridnica estan aposicionados. Cuando el endometrio estd muy plegado, sélo
seran invadidas las puntas de éstos pliegues, y luego, cuando el endometrio se
estire por el crecimiento fetal, las copas apareceran separadas. Por el contrario, si
no estd plegado, toda la superficie endometrial sera invadida dando lugar a copas
largas con forma de corddn (Wilsher y Allen, 2011; Antczak et al. 2012).

Un ejemplo de esto es que yeguas que conciben en el celo del potro, en que
la involucidn uterina no esta completa, la superficie a invadir es mayor, y por tanto
mayores también serdn las copas y la produccién de eCG (Bell y Bristol, 1991).

1.4 Respuesta inmune materna

Las células de la faja coridénica son de origen fetal, por tanto
genotipicamente diferentes a las maternas, ygeneran una reaccién inmunoldgica
cuando ingresan en el endometrio de la yegua. Antes de invadir el endometrio, las
células trofobldasticas expresan antigenos tanto de origen materno como paterno
mediante moléculas de MHC de clase |, por lo que en seguida de la invasién el
endometrio monta una respuesta humoral contra los antigenos paternos
(Noronhaet al. 2012). Las células invasoras ya diferenciadas pierden la expresion de
MHC | en los diez primeros dias post invasion, mediante un proceso que parece ser
intrinseco de las propias células, pues lo mismo ocurre en células cultivadas in vitro
(Antczak et al. 2012). No presentan antigenos mediante MHC Il en ningun
momento de su existencia (de Mestre et al. 2011).

Al ingresar al endometrio, las células invasoras son rodeadas por células del
sistema inmune materno, principalmente linfocitos T CD4+y TCD8+, y linfocitos B.
Hay evidencia de actividad NK en algunos de estos linfocitos, pero no se ha
explicado su funcién (Noronha et al. 2012). El nimero de linfocitos decrece porque
gradualmente las células invasoras dejan de presentar moléculas paternas en el
MHC | (Wilsher y Allen, 2011). Los linfocitos se ubican luego formando clusters en la
periferia de las copa. Alrededor de los dias 60 a 70 se agregan neutrdfilos,
eosinofilos y macréfagos, y la copa comienza a ser infiltrada por todas estas células
que atacan activamente a las células invasoras (Allen,2003; de Mestre et al. 2011;
Antczak et al. 2012).



1.5 Degradacion de las copas endometriales.

Mas alla de los dias 45 a 50, macroscépicamente las superficie de la copa se
vuelve mas céncava, y en la depresion central que se forma se acumula una
sustancia pegajosa, con aspecto de miel, y que contiene grandes cantidades de
eCG. Esta sustancia esta formada por los restos necréticos de la copa, y por la
secrecion rica en carbohidratos que se habia acumulado en las glandulas
endometriales, que es liberada cuando las glandulas se van destapando (Allen,
2011; de Mestre et al. 2011; Wilsher y Allen, 2011). Luego de los dias 80 a 90, las
copas empiezan a volverse mas palidas y de aspecto caseoso. Entre los dias 100 y
140 los restos de la copa se desprenden completamente del endometrio dejando
una densa banda de leucocitos en el estroma, y una cicatriz lisa en la superficie
uterina. El momento en que esto ocurre varia considerablemente entre copas y
entre yeguas (Wooding et al. 2001; Antczak et al. 2012). Los restos de la copa, que
quedan entre el Utero y las membranas fetales, se invaginan dentro de éstas.
Pueden verse al momento del parto como pequefios sacos pedunculados en el
alantocorion (Allen, 2001; de Mestre et al. 2011; Wilsher y Allen, 2011).

Se pensaba que la degradacion de la copa era producto Unicamente del
ataque del sistema inmune, pero los mecanismos son mas complejos. Algunos de
los procesos tedricamente implicados se describen a continuacion.

La superficie luminal y el tejido del centro de la copa estdn poco
vascularizados, por lo que las células de estas regiones empiezan a llenarse de
vacuolas y a degenerar antes que los leucocitos comiencen a acumularse en la
periferia (Wilsher y Allen, 2011). Se cree que la vida media de las células de la copa
endometrial estaria determinada por factores intrinsecos, que aun no se conocen.
En un experimento se cultivaron fragmentos de faja coridénica como explantos. Las
células crecieron vigorosamente, y formaron colonias estables de células
binucleadas, que secretaron eCG hacia el medio de cultivo por mas de 150 dias.
Esto demostré la capacidad de las células de crecer, diferenciarse, funcionar, y alin
morir en ausencia del ambiente uterino (Antczak et al. 2012). Se ha comprobado
ademas que las células de la copa endometrial sobreviven y mantienen su
funcionalidad cuando son trasplantadas a sitios fuera del Utero en yeguas no
preifiadas (Adams et al. 2001).

Si bien la explicacién mas simple a la reaccién materna contra las copas
parece ser la derivada de la expresidn de antigenos paternos en el MHC |, parece
no ser del todo cierta, a pesar de que la faja y las células invasoras son claramente
inmunogénicas. No se han encontrado diferencias entre la longevidad de las copas
en prefieces experimentales en que existe compatibilidad antigénica maternay
paterna, y la de copas de prefieces en que hay incompatibilidad antigénica.
Ademas, tampoco disminuyd la vida de las copas en yeguas a las que se sensibilizé
previamente a los antigenos del padrillo mediante un injerto de la piel del macho
(Adams et al. 2007).

Las células trofoblasticas invasoras no expresan MHC Il y sdlo expresan MHC
| hasta el dia 44, entonces, cuando la copa se establece, pocos antigenos paternos
son detectables, todo lo cual ayuda a evadir el ataque antigeno-especifico de los
linfocitos. No se entiende del todo para qué sirve expresar antigenos extrafios en el
trofoblasto invasor. En otras especies, se ha visto como la expresion de MHC tanto
de tipo | como Il estd disminuida en el trofoblasto. Sin embargo en humanos y



ratones se ha visto el mismo patron de expresion selectiva de MHC | en las células
invasoras que se ve en equinos, por lo que parece una caracteristica comun de la
placenta hemocorial de primates y roedores con la epiteliocorial de los equinos.

La propia célula de la copa tiene capacidad de secretar sustancias que
suprimen la proliferacion linfocitaria y su produccién de citoquinas. Se ha estudiado
el papel que las células T reguladoras cumplen en la gestacidn, y se cree que la
expresion temporal de antigenos paternos en el MHC | podrian tener un papel
importante en la induccién de la tolerancia materna al concepto equino. Se ha visto
también que las células T en la gestacidn equina tiene disminuida notoriamente su
capacidad de convertirse en células T citotdxicas. Se piensa entonces que esa
expresion temporal de MHC | sirve para desarrollar células T helper que regularan
la actividad citotdxica de los numerosos linfocitos que se acumulan luego alrededor
de la copa (Antczak et al. 2012).

Para determinar los efectos del trofoblasto invasor sobre la proliferacién
linfocitaria, se desarrollé un método de cultivo conjunto de células del trofoblasto
invasor aisladas con linfocitos extraidos de |la sangre periférica. Se vio que la
presencia de las células trofoblasticas o de sus secreciones, concentradas en un
medio pre acondicionado, inhibian en un 50% o mas la proliferacién linfocitaria. La
presencia de las células o sus productos debia ser constante para producir ese
efecto, y no era efectivo en linfocitos previamente activados para proliferar. Todas
las subpoblaciones de linfocitos se vieron afectadas igualmente. También se
observé afectada negativamente la produccién de citoquinas linfocitarias como la
IFNg, IL-2, IL-4 e IL-10 (Flaminio y Antczak, 2002).

Se han visto ademas importantes diferencias en las caracteristicas de las
poblaciones de linfocitos periféricos y los linfocitos del endometrio que rodean las
copas endometriales, en la interfase meterno-fetal (de Mestre et al. 2010).

1.6 Copas endometriales persistentes

Se han detectado casos en que las copas no son destruidas normalmente
alrededor del dia 140 de gestacion, sino que persisten por mas tiempo. Luego de la
tormenta de abortos en Kentucky en 2001 por el Sindrome de pérdida reproductiva
en la yegua(Mare Reproductive Loss Syndrome, MRLS), se pudieron observary
documentar varios casos. Las copas persistieron por periodos variables de 6 a 30
meses, con un promedio de 18 meses (Steiner et al. 2006).Estos autores también
observaron copas endometriales persistentes en yeguas luego de un parto normal.
Wilsher y Allen, en (2012) describieron la persistencia de copas en la misma yegua
en dos gestaciones sucesivas. Las yeguas que presentan copas persistentes no
ciclan normalmente y son infértiles mientras ellas persistan ( Steiner et al. 2006; de
Mestre et al. 2011). Es un fenédmeno con baja prevalencia. No esta claro si ocurre
porque el sistema inmune de la yegua falla, o las propias células trofoblasticas no
desencadenan mecanismos de autodestruccion, como la apoptosis (de Mestre et
al. 2011; Allen y Wilsher, 2012).



2. ELPRODUCTO DE LAS COPAS ENDOMETRIALES: LA GONADOTROFINA
CORIONICA EQUINA (ECG)

2.1 Propiedades fisicoquimicas de la eCG

La eCG es una glicoproteina acidica de 72000 dalton de peso molecular,
carga eléctrica negativa, y con un alto contenido en carbohidratos, mayormente
acido sialico, galactosa y glucosamina. Tiene un punto isoeléctrico bajo, de 2.4, y es
muy resistente a la hidrdlisis dcida (Rimington et al. 1944; citado por de Mestre et
al. 2011).

Se ha purificado la hormona a partir de suero equino, y esta disponible
comercialmente. Se ha logrado producir eCG recombinante a partir de células de
mamiferos, pero no en cantidades suficientes para un uso comercial y también a
partir de células de insectos, pero esta eCG no tiene actividad in vivo debido a
algunas diferencias estructurales (Chopineau et al. 1997;Legardinier et al. 2005).

La tirotropina y las gonadotropinas coridnicas y pituitarias son
glicoproteinas heterodiméricas. Tienen dos subunidades, ay B, unidas de manera
no covalente. La subunidad a es idéntica en todas estas hormonas dentro de cada
especie, pero la subunidad B no. Esta subunidad es la que determina la funcién de
cada hormona (Sugino et al. 1987).

La subunidad a de la eCG es una proteina de 96 aminodcidos, con un 68-
79% de homologia con las subunidades a de otras especies de mamiferos. La
subunidad B de la eCG es una proteina de 168 aminoacidos, con 56 a 78% de
homologia con las subunidades B de otras especies de mamiferos. La subunidad B
de la eCG y de la LH equinas esta codificada por un mismo gen, lo que no ocurre
por ejemplo en la especie humana con la hCG y la LH, en que un gen diferente
codifica la subunidad B de cada hormona. La secuencia de aminoacidos de las
subunidades B de la eCG y la LH son idénticas en el equino. Ambas tienen una
extension en el extremo carboxi terminal de 30 aminodcidos, que estd glicosilada, y
las diferencias entre la glicosilacién son lo que distingue ambas hormonas
(Wooding et al. 2001). La LH tiene oligosacdaridos sulfatados y acido sidlico,
mientras que en la eCG predomina el acido sidlico. Estas diferencias estan dadas
por la expresién de distintas enzimas responsables de la glicosilacion en la
adenohipdfisis y en la faja coridnica (Murphy, 2012).

2.2 Propiedades bioldgicas

A diferencia de otras gonadotrofinas, por ejemplo la humana (hCG), que
s6lo inducen respuestas del tipo LH cuando son administradas a otras especies de
mamiferos, la eCG produce efectos tanto de LH como de FSH (Cole y Hart, 1930;
citados por de Mestre et al. 2011).No se entiende completamente la base
estructural de esta capacidad de unirse a los receptores tanto LH como FSH de
otras especies. Como se dijo anteriormente, se cree que se deba a diferencias
minimas en las subunidades B de las diferentes hormonas. No hay evidencia que
los carbohidratos que forman parte de la subunidad B tengan que ver con su
afinidad a los receptores, pero si tienen que ver con la vida media de la hormona
(de Mestre et al. 2011). La gonadotrofina coridnica de la burra también tiene ese
efecto de FSH pero en mucho menor proporcién que la equina (Stewart et al.



1977). Estudiando las diferencias estructurales entre las dos hormonas se ha
determinado que la subunidad a también es importante para dicho efecto, y se han
identificado algunos aminoacidos claves sin los cuales esta actividad se suprime
(Chopineu et al. 1997). La vida media de la hormona en la sangre equina es de 6
dias. Esta determinada por el peso molecular de la hormona, su carga negativa, y
su contenido de acido sialico. Los niveles poco fluctuantes de la hormona que se
encuentran en el suero de las yeguas gestantes se debe a su larga vida media, y a la
liberacion constante por parte de las copas endometriales (Martinuk et al. 1991).
En otras especies la vida media de la eCG administrada es menor que en la equina,
pero de todas maneras es larga, lo cual tiene consecuencias practicas en su uso (de
Mestre et al. 2011).

2.3 Dindmica de la eCG

Wooding et al. (2001), realizaron un estudio de inmunohistoquimica para
comparar el mecanismo de produccion, secrecion y almacenamiento de la eCG y la
LH.Se observé que la eCG es detectable inmunohistoquimicamente al dia 32 en
algunas células del apex de los pliegues de la faja coridnica. En los dos dias
siguientes, se ven mayores cantidades de la hormona en las células, en los espacios
entre pliegues, y en el espacio entre la faja y el endometrio, pero aun no difunde a
lo profundo de las glandulas endometriales. La célula de la copa madura, grande y
binucleada,tiene un citoplasma lleno de mitocondrias, cisternas de reticulo
endopldsmico rugoso y una aparato de Golgi desarrollado. Se detectd eCG en el
Golgi, y en pequefios granulos densos alrededor del Golgi y en el plasmalema
periférico. Por ésto se cree que la secrecién de eCG seria por exocitosis, el mismo
mecanismo para otras hormonas proteicas. Por otra parte, a pesar de ser
estructuralmente casi idénticas, la LH se almacena en granulos grandes y
numerosos. Esta diferencia sugiere que la secrecion de eCG se da de forma
continua, sin necesidad de otras sustancias que estimulen su secrecién, y la
secrecidn de LH se da en grandes cantidades en respuesta a secretagogos. La eCG
llega a la circulacién materna mediante vasos linfaticos que se desarrollan bajo el
estroma de cada copa (Antczak et al. 2012). La eCG aparece por primera vez en la
sangre de la yegua prefiada entre los dias 37 y 40 post ovulacién, y sus
concentraciones aumentan a partir de ese momento hasta alcanzar un maximo
alrededor de los dias 55 a 70.El momento y las concentraciones maximas
alcanzadas son muy variables entre yeguas, y van de 40 a 250 IU/ml (Wilsher y
Allen, 2011; Murphy, 2012). Luego de alcanzar el pico de produccién la
concentracion de la hormona va decreciendo, hasta hacerse imperceptible entre
los dias 100 y 140 (Cole y Hart, 1930; citados por Wilsher y Allen, 2011; Allen,
1969). La vida media de las células productoras de eCG parece ser fija, pues células
de la faja coridnica implantadas en yeguas vacias sobreviven y secretan eCG por 75
a 100 dias (de Mestre et al. 2011).

Con respecto al metabolismo de la eCG, Cole et al. (1967, citados por
Wilsher y Allen, 2011) describieron una vida media de la hormona de 6 a 6.55 dias
en dos yeguas gestantes histerectomizadas alrededor del dia 60 de gestacién. Se ha
sugerido que la hormona desaparece de la circulacion de manera bifasica, estando
el plasma, higado y riflones relacionados con su metabolismo e inactivacion
(Aggarwal y Papkoff,1981).
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2.4 Factores que influyen en la produccion de eCG

Existe considerable variacién entre yeguas en el momento de produccién
maxima, y en la cantidad maxima de eCG secretada (Martinuk et al. 1990; Wilsher y
Allen, 2011). Se ha visto que la produccién de eCG estd influenciada por varios
factores. Entre ellos: tamafio de la yegua (Allen et al. 2002), nUmero de gestaciones
de la yegua (Murphy et al. 1985; citados por Wilsher y Allen, 2011),genotipo fetal
(Boeta y Zarco, 2005; Allen, 1969; Boeta y Zarco, 2012), sexo del feto (Monke y
Franz, 1985), gestacién gemelar (Rowlands, 1949 citados por Wilsher y Allen, 2011)
y ambiente materno (Allen et al.1993). Ademas, hay una variabilidad individual
entre yeguas y una influencia del progenitor macho del concepto (Martinuk et al.
1990). La influencia de algunos de éstos y otros factores sera analizada a
continuacion.

La cantidad de eCG en la sangre materna es consecuencia de la cantidad de
tejido de copa endometrial que tenga la yegua, que por su parte es consecuencia
del tamario de la faja coridnica que desarroll6 el concepto y del contacto que ésta
haya establecido con el endometrio al momento de la invasion (Wilsher y Allen,
2011). Bell y Bristol, en 1991, observaron que las yeguas que concebian al dia 9
post parto producian mucha mas eCG que yeguas que no concebian en el celo del
potro. Se debe presumiblemente a la involucién uterina incompleta y por tanto a
una mayor superficie disponible en el momento de la invasién materna por las
células de la faja coridnica. Sin embargo, yeguas mayores y multiparas con uUteros
péndulos y de escaso tono no producen mayores cantidades de eCG, lo cual se cree
gue se deba a que los cambios degenerativos propios de la edad en estos animales
restringen el movimiento migratorio de las células trofoblasticas invasoras (Wilsher
y Allen, 2011) y las células endometriales producen menos factores de crecimiento
(Gerstenberg et al. 1999).

Huber et al. (1993) extrajeron quirdrgicamente las copas endometriales de 5
yeguas al dia 50 de gestacion. Pesaron la cantidad de tejido extraido, y a diferencia
de lo expuesto anteriormente, encontraron que la cantidad de tejido no estaba
linealmente relacionada con la concentracion circulante de eCG en la yegua al
momento de la cirugia. Atribuyen esto a que las copas no habian alcanzado su
madurez total o su momento de maxima produccién cuando se las extirpo.

El efecto mas marcado sobre la produccién de eCG lo tiene el genotipo fetal.
Esto esta determinado por el genotipo paterno aparentemente, puesto que cuando
al padre es caballo (Equus caballus, 2n=64) la faja coridénica es mds gruesa, sea la
madre yegua o burra. Por el contrario, el padre burro (Equus asinus, 2n=62), tanto
en yegua como en burras produce fajas coridnicas delgadas. Pero el ambiente
materno ejerce su influencia: si un concepto mula es transferido como embrién en
una burra, producirad una faja coridnica gruesa, como si estuviese gestando un
concepto burdégano (madre burra y padre caballo). No se comprende el porqué de
estos fendmenos (Antczak et al. 2012).

Wilsher y Allen (2011) estudiaron la influencia de la condicion corporal
materna, el ejercicio durante la gestacién y el nimero de gestacionessobre la
produccién de eCG. Encontraron que la condicidén corporal materna tenia una
marcada influencia sobre la produccién de eCG. Animales con mayor proporcion de
grasa corporal tendrian menos eCG. No se sabe exactamente cual es el mecanismo
por el cual se ejerce esta influencia. Se ha visto que los adipocitos humanos tienen
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receptores hCG-LH, por lo que se piensa que si existieran en el equino, esos
receptores podrian atrapar la eCG, disminuyendo su cantidad circulante. Este
fendmeno seria de mayor magnitud en animales con mayor grasa corporal. Se
corresponde con esto una observacién personal de Maruriy Bocking de Uruguay,
citada por Wisher y Allen (2011) de que las yeguas de un rodeo comercial
destinado a la produccion de eCG producen mas en afios en que presentan
condiciones corporales moderadas a pobres al inicio de la gestacion. Con respecto
al ejercicio durante la gestacion, se vio que las yeguas que se ejercitaban con
caminatas diarias tenian concentraciones de eCG significativamente menores a
partir del dia 60 que las yeguas que no se ejercitaban, a pesar de que el ejercicio no
generd diferencias significativas en el peso ni en la condicion corporal entre los dos
grupos de yeguas. No estan claras las razones por las cuales esto ocurre. Se observd
una llegada mas precoz al pico de produccion y una desaparicion mds temprana de
la eCG en la sangre materna en la tercera prefiez de yeguas que en sucesivos afios
fueron servidas con el mismo padrillo, con respecto a sus gestaciones anteriores.
Esto se debe a que las yeguas desarrollan anticuerpos contra los antigenos
paternos presentados por MHC de clase | en las células del trofoblasto fetal
invasor. Al repetirse el padrillo, la respuesta humoral es mas intensa, con mayores
titulos de anticuerpos que alcanzan su pico de actividad mas temprano en la
gestacion (Wilsher y Allen, 2012).

2.5 Funciones de la eCG: Rol luteogénico y luteotrdpico

Se pensaba que la eCG, con sus funciones combinadas de FSH y LH, era la
responsable del desarrollo y posterior luteinizacion de los numerosos cuerpos
luteos suplementarios que se forman en los ovarios de la yegua gestante entre los
dias 40 y 150 (Allen, 1970). Pero se ha demostrado que la FSH pituitaria, que se
continua liberando cada 10 a 12 dias en la prefiez temprana como si la yegua
continuara con sus ciclos estrales normales, es quien estimula las ondas foliculares.
La eCG es la responsable, mediante su accidn tipo LH, de la ovulacién o
luteinizacion de los foliculos mas avanzados de cada onda (Urwin y Allen, 1982;
Antczak et al. 2012). También se ha encontrado una afinidad mucho menor de la
eCG por los receptores gonadales de LH y FSH en el equino que en otras especies,
lo cual explica por qué los ovarios de la yegua no son hiper estimulados por la eCG
como ocurre en otras especies (Stewart y Allen, 1981).

Los sucesivos cuerpos luteos accesorios se van sumando, y persisten hasta
aproximadamente la mitad de la gestacion, en que la placenta esta lo
suficientemente madura para hacerse cargo de la produccidn de progestagenos
gue mantienen la prefiez . La eCG, ademas, estimula a estos cuerpos luteos a
secretar tanto progesterona como estrégenos, regulando la expresién de enzimas
relevantes en las células luteales (Daels et al. 1998). Se observa una elevacion
pronunciada en la concentracion de estrégenos séricos en la yegua prefiada que
coincide con el comienzo de secrecion de eCG, alrededor de los dia 37-40. Daels et
al. (1998) demostraron que quien los secretaba eran los CL, no los foliculos. A pesar
de que la eCG se une al receptor de LH en el equino, su potencia es muy inferior
que la de la LH (Saint-Diziert et al. 2004).Tiene sélo un 2 0 3 % de la potencia de la
LH, pero las concentraciones circulantes de eCG son tan altas en la gestacion que se
piensa que seria suficiente para promover la formacion de los cuerpos luteos
suplementarios (Boeta y Zarco, 2005; Boeta y Zarco, 2012).
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La eCG también tiene un efecto luteotrdpico en el cuerpo liteo primario,
gue aumenta su produccién de progesterona en los dias 35 a 38,
concurrentemente con el surgimiento de la eCG en la circulacién materna. El CL
primario expresa receptores para eCG desde el dia 14 hasta al menos el dia 100 de
gestacioén, y responde a la administracién exégena de eCG aumentando su
produccién de progesterona antes de que aparezca la eCG materna. La
desaparicidon de los cuerpos luteos, tanto primarios como suplementarios, luego
del dia 120 de preiez, coincide con la caida de eCG producida por la degradacion
de las copas endometriales (Boeta y Zarco, 2012).

Analizando los roles luteogénico y luteotropicos de la eCG, Boeta y Zarco
(2012) estudiaron las diferencias entre yeguas con gestacion equina y yeguas con
gestacién mular. En las ultimas el desarrollo de las copas endometriales, y por
tanto la cantidad de eCG,son menores. Entre las semanas 6.5 y 13, la concentracidn
de eCG fue significativamente menor en las gestaciones mulares, en las que alcanzé
un pequeiio pico a la semana 7 y luego decliné hasta niveles basales a la semana
11. En cuanto al efecto luteotrépico de esta eCG, se vio que no hubo diferencias
significativas en las concentraciones de progesterona hasta la semana 7, pero si a
partir de la 9, en que la progesterona aumentd abruptamente en las gestaciones
equinas, mientras que en las mulares comenzé a descender en este momento,
hasta el final de la gestacidn. Los receptores de LH-eCG en el CL primario
disminuyen significativamente luego de la semana 8 de gestacion, por lo que la
escasa eCG circulante en las gestaciones mulares no alcanza para estimular al CL
hasta niveles de produccién equivalentes a los de la gestacién equina. Tanto yeguas
con gestaciones equinas como mulares desarrollaron cuerpos luteos
suplementarios (CLS) en ese estudio, el primero de los cuales siempre fue por
ovulacién. Sin embargo el numero de CLS fue significativamente mayor en
gestaciones equinas que en mulares En los dos grupos, los CLS se formaron
aproximadamente al mismo tiempo, sugiriendo que las yeguas en gestacion mular
presentan las mismas ondas foliculares que las de gestacidn equina, dependientes
de la FSH pituitaria y no de la eCG. En las yeguas con gestacidn equina, las
diferencias en el nimero de CLS desarrollados si estarian relacionadas con la
concentracion de eCG circulante al momento de la formacién de los mismos. Las
yeguas que desarrollaron un segundo CLS tenian concentraciones de eCG
significativamente mayores en las dos semanas previas a la formacién del CLS que
las que no lo formaron. La misma diferencia se observo entre las que desarrollaron
un tercer CLS y las que desarrollaron sélo un segundo CLS. Dentro de las
gestaciones mulares, se observé un pequefio aumento de eCG entre las semanas 5
y 7,y la primera ovulacion secundaria ocurrié a la semana 7. Sin embargo, no
hubieron diferencias significativas entre la eCG circulante en las dos semanas
previas a la formacion del segundo CLS entre yeguas que formaron ese segundo CL
y las que no lo hicieron. Las concentraciones de eCG en esas yeguas en ese
momento eran casi basales. La formacién o no del un segundo CL en estas yeguas
se podria deber a diferencias individuales de sensibilidad a la eCG, o ala LH
circulante. Las yeguas con mas CLS producen mas progesterona, y yeguas con mas
eCG producen mas progesterona a igual numero de CL. No ocurre igual en
gestaciones mulares, en los que no hay diferencia significativa en la progesterona
producida por uno o dos CLS, ni de acuerdo a la concentracién de eCG. Allen
(1984)sostenia que en estas gestaciones interespecificas, la funcién luteal era
mantenida por la LH. También sugiere que algunas yeguas que llevan a término
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conceptos burros implantados por transferencia embrionaria, en que hay ausencia
de eCG, la LH pituitaria se haria cargo de mantener la funcidn luteal necesaria para
mantener la gestacion. Pero durante los meses del afio en que la LH pituitaria esta
normalmente deprimida por influencia del fotoperiodo, la eCG podria cumplir el rol
de manutencion de la funcion luteal(Allen, 2001). Allen ya habia sugerido que la
eCG no es esencial para la gestacién. Sin embargo este autor propone que la eCG
podria proteger a las yeguas gestantes de los efectos luteoliticos de las
prostaglandinas (PG), y dicha proteccién es menor o ausente en las yeguas que
gestan mulas.

2.6 Otras funciones.

Se piensa que la eCG estimula el crecimiento y produccidn de esteroides en
las gdnadas fetales, porque se han encontrado receptores para eCG en las génadas
fetales (Saint Dizier et al. 2004). Pero esto no esta confirmado, puesto que el
crecimiento masivo de las génadas fetales comienza al dia 100, cuando los niveles
de eCG ya han bajado significativamente en la sangre materna, y se cree ademas
que la eCG no atravesaria la placenta (Rowlands, 1963; citado por de Mestre et al.
2011).

Wilsher y Allen (2009), en su revisién sobre la placentacién, sugieren que la
eCG posibilitaria el desarrollo de la placenta difusa de la yegua. Stewart et al.(1994)
en un estudio usando hibridacién in situ, mostraron que ciertos factores
determinantes para la placentacidn sélo se expresan en el endometrio luego del dia
30 de la gestacion. EIl mRNA del factor de crecimiento epitelial (EGF), y del factor de
transformacién B1 (TGFB1), aparece subitamente entre los dias 33 y 38 de
gestacion, y continla presente hasta el término de la misma. Se sabe que esta
aparicion repentina es enteramente dependiente de la accidn ininterrumpida de la
progesterona sobre el endometrio a partir del momento de la formacion del
cuerpo luteo primario. Se sabe que el EGF cumple un rol importante en la
placentacién humana, por tanto se cree que podria tener la misma funcién en el
equino. De todo lo anterior se podria concluir que la funcion de la eCG seria
estimular secuencialmente los siguientes procesos: incrementar la produccién de
progesterona materna, que estimularia la produccién de EGF en el endometrio, el
cual posibilitaria la interdigitacion progresiva del corion y el endometrio hasta
lograr la placentacién completa.

Se ha propuesto una relacion entre la formacidn de las copas endometriales
con la posterior comienzo de la implantacién, con la formacion de las
microvellosidades coridnicas que interdigitan con el endometrio materno. La
secuencia temporal de su ocurrencia lo sugiere, y el hecho que la falla de la
implantacidn y placentacion que ocurre luego de la falla en la formacion de copas
endometriales que ocurre en el modelo experimental de gestacion de concepto
burro x burro en yegua, parece confirmarlo (Allen et al. 1987).

A pesar de todo lo expuesto anteriormente, no se logra entender
completamente la funcién de las copas en la gestacion. Es asi que se han reportado
casos de gestaciones que llegan a término a pesar de que no se lograron formar
copas endometriales, y por tanto en ausencia de eCG y de ovulaciones
secundarias(Allen y Wilsher, 2009).
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2.7 Usos de la hormona en otras especies

Por sus propiedades tipo FSH y LH combinadas, la eCG es usada de manera
extendida como gonadotropina exdgena para estimular el desarrollo folicular de y
la ovulacién en animales de laboratorio y en especies domésticas (de Mestre et al.
2011). Se usa para la induccidon del estro en animales inmaduros en cerdos y ovejas.
En cerdos, por ejemplo, hay un uso extendido de bajas dosis de eCG para inducir
desarrollo folicular y hCG para inducir ovulacidn (Bartlett et al. 2009). Se ha usado
para acortar anestro postparto en vacas, una de cuyas causas es la reducida
secrecién de gonadotropinas, y también en programas de transferencia
embrionaria (Bo et al. 2003). Se ha visto que puede sacarse provecho de la accién
LH sobre otras especies no equinas: mejoraria funcién luteal, y con ello el éxito de
la gestacion (Baruselli et al. 2010).

2.8 eCG en yeguas vacias.

Se cree que eCG sélo es secretada por las células especializadas de las copas
endometriales durante la gestacidn. Estudios recientes encontraron que el Utero de
las mujeres no embarazadas segregan hCG. Por ello, Bottcher et al.( 2014)
estudiaron si un fendmeno similar se daba en la especie equina. En muestras de
tejido endometrial de nueve yeguas, se realizé un analisis por PCR para detectar
MRNA para eCG/LH. Seis de las nueve muestras revelaron expresiéon de genes LH-
eCG, indicando sintesis hormonal en diferentes etapas del ciclo estral. La hormona
pudo detectarse también por inmunohistoquimica, especialmente en las células
epiteliales de las glandulas endometriales. La relevancia de estos hallazgos adn no
esta determinada.

3. INDEPENDENCIA DE LAS COPAS ENDOMETRIALES Y EL CONCEPTO

Una caracteristica con importante aplicacién practica de la biologia de las
copas endometriales es su independencia del concepto, a pesar de su origen
trofoblastico. Si por cualquier razén, la prefiez se pierde luego del dia 40, cuando ya
ocurrié la invasién del endometrio por la faja coridnica, las copas endometriales
continuardn con su ciclo de vida y produciendo eCG hasta su degradaciéon normal
(Jeffcot et al. 1987; Allen, 1994; Allen y Wilsher , 2009; de Mestre et al. 2011;
Wilsher y Allen, 2012;Aguilar et al. 2012; Cuervo Arango et al. 2015). Aun no se
sabe como y con qué finalidad ocurre este fendmeno. Una de sus consecuencias
practicas es que la deteccion de eCG no es una herramienta a utilizar para hacer un
diagndstico de gestacién en la yegua. Sélo indica la presencia de copas
endometriales (Jeffcot et al. 1987).

3.1 Dinamica de la eCG luego del aborto

Se ha comparado la dinamica de la eCG luego del aborto con la dinamica
normal en la yegua gestante, induciendo la pérdida gestacional mediante
diferentes maniobras y en diferentes momentos de la gestacién.

En un experimento disefiado para desarrollar un método no invasivo de
monitoreo fetal mediante la medicion de estrégenos, progesterona y eCG;al dia 45
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de preiez las yeguas del grupo problema fueron anestesiadas y el fluido fetal
reemplazado por solucién salina hiperténica. Como grupo control se usaron yeguas
que fueron anestesiadas y su Utero expuesto, pero el concepto no fue tocado. En el
grupo problema todas las yeguas abortaron, en el grupo control ninguna lo hizo. La
concentracion sérica de eCG fue monitoreada desde el dia 10 al 55 de gestacién. A
partir del dia 38 hasta el 45 se observé un aumento rapido de eCG en plasma en
ambos grupos y se alcanzaron concentraciones pico mas altas en el grupo control
qgue en el problema. Hubo una baja en la concentracidn luego del procedimiento
quirargico en ambos grupos, pero a las 24 horas post operacién se habian
restablecido las concentraciones preoperatorias. Del dia 46 al 55 dia en que se
concluyo el experimento, la eCG siguié aumentando paralelamente, siempre siendo
mayores en el grupo control que en tratado, salvo en el dia 49 para lo que no se
encontro explicacién. Los perfiles de secrecidn fueron similares. La pérdida del
concepto por este método no afectd significativamente la produccion de eCG
(Jeffcot et al. 1987).

La produccién de eCG tampoco se vio afectada por el aborto inducido por
inyecciones de PG al dia 70, y continud dentro de la dindmica normal acorde a la
edad gestacional de la yegua (Squires et al. 1980).

Ferreira y colaboradores (2005) encontraron diferencias en la produccion de
eCG en yeguas que abortan al dia 70-75 y yeguas que siguen adelante con la
gestacién. No encontraron diferencias entre los perfiles de eCG segun diferentes
métodos de aborto (induccién manual o aplicacién de PG).

3.2 Actividad reproductiva luego del aborto en presencia de copas
endometriales

Antes del establecimiento de las copas endometriales funcionales, las
yeguas que sufren pérdidas embrionarias suelen reanudar sus ciclos estrales
normales rapidamente, y suelen reconcebir en las misma temporada. El veterinario
se encuentra frecuentemente con estos eventos en la practica diaria de la
reproduccidn equina, y hay varios estudios que lo documentan. Once yeguas que
perdieron su gestacién por inyeccién de PG antes del dia 31 de gestacidn
reanudaron la actividad ciclica inmediatamente mostrando estro de 3 a 5 dias post
aborto, y 8 de 11 yeguas concibieron nuevamente en el primer estro post aborto
(Penzhorn et al. 1986). Squires et al. (1980) compararon los efectos de la induccién
del aborto con PG a diferentes edades gestacionales. 100% de las yeguas que
recibieron 250 pg de cloprostenol (analogo sintético de PG) al dia 32 de gestacién
abortaron 3.7 + 0.4 dias post inyeccion. Presentaron estro 11.2 7.1 dias, y
ovulacién 15.2 £7.2 dias post aborto. No hubieron estros anovulatorios, pero 2 de 8
yeguas ovularon sin presentar comportamiento estral tipico antes de primer estro
con ovulacion.

Pero en presencia de copas endometriales, luego del aborto las yeguas
presentan diversas anomalias en su ciclo estral: estros anovulatorios, ovulaciones
silenciosas sin comportamiento estral, funcién luteal prolongada, o anestro con
ovarios pequefios y no funcionales (Penzhorn et al. 1986; Rathwell et al. 1987;
Huber et al. 1993; Allen, 1994;Allen, 2003;Zent, 2003). El estro normal seguido de
ovulacién demora un tiempo variable en aparecer, dependiendo del dia de
gestacidén en que ocurra el aborto, como se describird mas adelante. La mayoria de
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las yeguas que abortan no suelen volver a prefiarse en la misma temporada. Esto
habia sido observado por los veterinarios que descubrian e interrumpian
gestaciones gemelares después del dia 40, antes de que se usara extensivamente la
ultrasonografia, herramienta que permite un diagndstico y manejo precoz de las
gestacion (Penzhorn et al. 1986; Allen, 2003; Zent, 2003).

Una vez establecidas las copas, aunque se pierda el concepto por cualquier
causa, la eCG circulante continta haciendo que ovulen o se luteinicen los foliculos
mayores de cada onda producida por los picos de FSH pituitaria liberados
regularmente durante la gestacién. Estos cuerpos luteos impiden el retorno al
estro, y deben administrarse multiples inyecciones de PG para eliminarlos (Allen,
2003). Debido a la presencia de varios cuerpos liteos suplementarios de diferente
edad y madurez, una sola dosis de PG no logra una lutedlisis completa, y ademas,
se ha demostrado que no impide que las copas endometriales contintden
produciendo eCG, ni que ésta ultima siga actuando. Multiples inyecciones de PG
eventualmente completan la lutedlisis, y si hay un foliculo lo suficientemente
maduro, la yegua podria retornar al estro, pero la eCG circulante puede luteinizarlo
rapidamente y la yegua saldra del estro sin ovular (Squires et al. 1980;Zent, 2003).

Durante el brote de MRLS en Kentucky, Estados Unidos, en 2001, se
perdieron miles de gestaciones de entre 40 y 80 dias, y muy pocas de éstas yeguas
retornaron a los ciclos estrales normales mientras las copas endometriales
persistieron. Zent, W. (2003) en una revisién sobre el brote de MRLS relatd que
aungue luego de los abortos las yeguas solian tener infecciones bacterianas
uterinas, éstas infecciones se resolvieron rapidamente, y no fueron la razén por la
cual las yeguas quedaron vacias. La principal razén fue que las yeguas no ciclaron
normalmente luego del aborto. Se probaron diversos protocolos para lograr que
esas yeguas volvieran al estro para poder ser prefiadas nuevamente en esa
temporada, pero en general no fueron exitosos. Se intentd suplementar con
estradiol y progesterona para inhibir la produccién pituitaria de FSH, para
sincronizar los ovarios, y para utilizar menos dosis de PG, pero el problema de la
luteinizacidn por eCG persistia. Por otra parte, yeguas que perdian la gestacién mas
alld del dia 80 solian tener ovarios quiescentes y pequefios, que no producian
foliculos a pesar de que se lograse la lutedlisis total. Se probaron GnRH,
domperidona, sulpiride y deslorelina en estas yeguas, pero con muy escaso éxito.
En definitiva, la mayoria de la yeguas con copas endometriales funcionales
permanecieron en este estado irregular hasta que las copas desaparecieron
normalmente, alrededor de lo que se corresponderia con el dia 150 de su gestacién
interrumpida. Las yeguas que no concibieron en esa misma estacién reproductiva
lo hicieron sin problema en la siguiente .

Hay varios estudios sobre el momento de aparicion del estro y logro de una
segunda gestacion luego del aborto en presencia de las copas endometriales.

En un experimento disefiado para determinar el efecto de inyecciones
diarias de PGF2a en la actividad ovdrica y el comportamiento de yeguas con copas
endometriales formadas, un grupo de yeguas prefiadas recibié una inyeccién diaria
de 5mg de dinoprsot, andlogo sintético de PG (nombre comercial: Lutalyse, Zoetis)
desde el dia 42 de prefiez hasta el primer dia de estro post aborto, y otro grupo
recibié igual tratamiento hasta el primer dia del segundo estro post aborto. Las
yeguas de ambos grupos mostraron estro alrededor de 4 dias después de la primer
inyeccion de PG. El comportamiento estral duré aproximadamente 5 dias en el
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primer grupo, y la ovulacién ocurrié en promedio a los 8 dias después de la primer
PG, pero 2 de 3 no mostraron mas estros luego de ese primero. En el segundo
grupo, que sélo era de dos yeguas, los estros duraron 2 y 6 dias, y las ovulaciones
ocurrieron 5y 9 dias después de la primer PG. El segundo estro en este grupo
ocurrié al séptimo dia del primer estro, durd 2 a 3 dias y fue seguido de ovulacién.
Todas las yeguas fueron cubiertas en el estro en que se interrumpia la PG, pero
ninguna concibio (Rathwell et al. 1987).

Penzhorn et al. (1986) indujeron el aborto mediante inyeccidn del mismo
analogo de PG recién mencionado. De 8 yeguas que abortaron conceptos de 39 a
50 dias, una no retorné al estro (39 dias de gestacién al momento de la
reabsorcion), y las otras 7 mostraron estro 4 a 6 dias post PG. Sélo 2 concibieron:
una sola en ese primer estro, y reabsorbié antes de los 90 dias. Otra concibié al
segundo estro, 17 dias post PG, y llegd a término. Las restantes mostraron estros
con pocos signos y ciclos irregulares. Ninguna de éstas ultimas concibié por
segunda vez esa temporada, pero todas concibieron sin problemas en la siguiente.
No se monitorearon las concentraciones de eCG en ninguno de los dos estudios
descritos previamente.

Squires et al. (1980) compararon los efectos de la induccidn del aborto con
PG a diferentes edades gestacionales. Los resultados de la inyeccidn al dia 32 ya se
describieron. Una sola inyeccion de 250ug de cloprostenol no provocé el aborto
cuando fue administrada al dia 70 de gestacidn. Esto se deberia a que no es posible
provocar la lutedlisis completa de los cuerpos lUteos suplementarios presentes al
dia 70 con una sola aplicacién de PG. Si abortaron todas las yeguas a las que se les
administraron dosis repetidas de PG, cada 12 o 24 horas por un maximo de 4 dias, a
partir del dia 70. Se demostré que la administracion cada 24 horas es suficiente, ya
gue las yeguas a las que se les administrd cada 12 horas no abortaron antes que las
gue recibieron una inyeccién diaria. Si bien la progesterona circulante cayd, la
produccién eCG no se vio alterada por la lutedlisis. Con respecto al desempefio
reproductivo post aborto, el estro y la ovulacion demoraron mucho mas en
aparecer en el grupo que abortd al dia 70 que en el grupo que aborté al dia 32. En
este primer grupo, con una inyeccion diaria de PG, el estro se present6 45.2 + 9.1
dias post aborto, y la primera ovulacion 51.4+8.3 dias post aborto. Con dos
inyecciones diarias de PG, el estro se presentd 36.2 + 7.8 dias post aborto, y la
primera ovulacidn 41.5+7.9 dias post aborto. En ambos grupos seis de ocho yeguas
presentaron al menos un estro anovulatorio antes del primer estro con ovulacion.
Dos yeguas de cada grupo ovularon sin estro antes de primer estro con ovulacion.
Aunque se logre la completa lutedlisis, ésta no corrige el desempefio reproductivo
irregular de éstas yeguas.

Huber et al. (1993) removieron quirdrgicamente los conceptos y las copas
endometriales de 5 yeguas gestantes al dia 50. Todas las yeguas demostraron
estro, fueron inseminadas y ovularon dentro de los primeros 44 dias post cirugia.
No detallan la variabilidad de comportamiento entre las yeguas. Estos autores
monitorearon la concentracion de eCG en su experimento, y los resultados seran
discutidos mas adelante.

Resumiendo y comparando los trabajos anteriores, y concentrandonos en el
momento de aparicién del estro post aborto, Rathwell et al. (1987) encontraron
gue sus yeguas reanudaban la actividad ciclica mostrando estro a los 4 dias
después del aborto al dia 42, coincidiendo con Penzhorn et al. (1986) que indujeron
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aborto entre dias 39 a 50 y cuyas yeguas retornaron al estro en 4 a 6 dias luego de
multiples inyecciones de PGF2. Squires et al. (1980) vieron que el estro seguido de
ovulacién demord al menos 36 dias en presentarse luego del aborto al dia 70. Se
atribuye la diferencia a la etapa en la gestacion en que los abortos fueron
inducidos. El estudio de Penzhorn et al.(1986)no discrimina el comportamiento de
cada yegua de acuerdo al dia del aborto, que varia de 39 a 50.

Recientemente, Aguilar et al. (2012) describieron la reutilizacién de yeguas
receptoras en un programa de transferencia embrionaria comercial para la
industria del Polo en Argentina. En estos programas, es una practica comun
interrumpir una gestacion producto de trasferencia embrionaria si el concepto es
macho. Luego de realizar el sexado fetal alrededor del dia 60, si éste es macho, se
induce el aborto. Como la yegua receptora representa uno de los mayores costos
en estos programas comerciales, se ha intentado reutilizar estas yeguas luego del
aborto inducido. De acuerdo a lo descrito en la bibliografia, la mayoria de estas
yeguas con sus copas endometriales funcionales no volverian a concebir hasta el
dia 140 aproximadamente de la gestacion interrumpida. En el mencionado estudio
se analizo el comportamiento de 104 yeguas con fetos macho que fueron inducidas
a abortar mediante la inyeccidn transcervical de 500 pg de cloprostenol en 10 cc de
solucidn salina. Todas abortaron dentro de las primeras 48 horas post inyeccién. De
las 104, sélo 49 yeguas (47,1%) recibieron embriones nuevamente. Las restantes no
recibieron embrién porque fueron retiradas por razones de manejo que no se
detallaron (20%), porque no ciclaron luego del aborto (27,9 %) y porque ovularon
pero no fueron trasferidas por otros motivos que no se especificaron (5%) . El
intervalo entre aborto y primera ovulacidn detectada fue de 8 a 65 dias, con una
media de 25.8 +5.1 dias. Para las yeguas que volvieron a gestar, la taza de prefez
fue de 79.6% (39/49), y la tasa de pérdida embrionaria al dia 60 fue de 7.7 % (3/39).
Estas cifras no difieren significativamente de los datos de tasa de prefiez (81.06 %)
y de pérdida embrionaria(13.1%) del grupo considerado como control, que fueron
las receptoras que no habian abortado previamente. Estos autores concluyeron
gue pueden usarse aproximadamente el 50% de las receptoras que abortan, con
una eficiencia reproductiva similar a las yeguas que no abortan. Agregaron que las
yeguas que no ciclan pueden estar afectadas por la época del afio, la presencia de
copas endometriales, y otras razones que deben investigarse. No relacionaron la
performance de la receptora con la concentracién de eCG.

En otro trabajo, Cuervo Arango et al. (2015), siguieron la performance
reproductiva de 32 yeguas a las que se le indujo el aborto al dia 65 de la misma
forma que en el experimento anterior. El 6% de esas yegua entraron directamente
en anestro luego del aborto, y el resto tuvieron actividad ovdrica. El 37,5% ovularon
en su primer ciclo post aborto, y el 56,2% tuvo 1 o 2 ciclos anovulatorios previo a
ovular o entrar en anestro. El intervalo aborto a primera ovulacién fue de 28.5+3.3
dias, con un rango de 5 a 65 dias. De las 32 yeguas, 20 fueron reutilizadas como
receptoras en la misma temporada, realizandose la trasferencia a una media de
57.614.4 dias post aborto. El 90 % yeguas trasferidas mantuvieron las gestacién.
Estos autores aclaran especificamente que no es esperable una tasa de preiez
obtenida mediante inseminacidn similar a la que ellos obtuvieron mediante
trasferencia embrionaria, adjudicando este hecho a deficiencia en la competencia
del oocito por la presencia de eCG mds que a interferencias entre las copas
endometriales y el embridn.
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3.3 Concentracion de eCG y comportamiento reproductivo

Se cree que la concentracién de eCG de cada yegua estd relacionada con el
comportamiento reproductivo posterior al aborto (Huber et al. 1993; Allen, 2003;
Zent, 2003). Asi, yeguas que han desarrollado pequefias copas endometriales y por
tanto bajos niveles de eCG, por ejemplo, menores a 30 Ul/ml entre los dias 40 y 80,
frecuentemente retornaran el estro luego de la lutedlisis inducida por varias
inyecciones de PG. Si se sirven estas yeguas, pueden quedar prefiadas nuevamente,
y aparentemente las concentraciones de eCG remanentes no impiden el desarrollo
embrionario ni la placentacién en esta segunda gestaciéon. En yeguas con alto nivel
de produccion de eCG, mas de 80 Ul/ml, por ejemplo yeguas que abortaron
mellizos, se ha visto que los ovarios se vuelven pequefios, duros y completamente
inactivos, y la yegua entra en un anestro del que solo sale cuando se degeneran las
copas endometriales (observaciones no publicadas de Allen, mencionado por Allen,
2003).Yeguas a las que se les extirparon concepto y copas endometriales por via
quirurgica al dia 50 mostraron estro y ovulacién post aborto cuando presentaban
menos de 700 ng/ml (7 Ul/ml), y concibieron cuando tenian menos de 200ng/ml (2
Ul/ml). En esta segunda gestacién la produccién maxima de eCG fue mayor que la
que presentaban la momento de la cirugia en la gestacién anterior (Huber et al.
1993).

Cuervo Arango et al.(2015) estudiaron la concentracién de eCG en 32
yeguas al momento del aborto inducido al dia 65, y encontraron que esta era
extremadamente variable: 0.1 a 89.8 Ul/ml, con una media de 33.4+3.7 Ul/ml . Las
yeguas que ovularon post aborto lo hicieron con un promedio de 6.1+2.6 Ul/ml, en
un rango de 0.1 a 20.8 Ul/ml al momento de ovular. La yeguas que recibieron un
nuevo embrion lo hicieron en promedio con 0.9+ 0.3 Ul/ml, enunrango de 0.1 a
3.6 Ul/ml al momento de la trasferencia. Estos autores encontraron una pobre
correlacion entre la concentracion de eCG al momento del aborto y el intervalo
aborto-nueva gestacion.

4. CARACTERIZACION DEL PROBLEMA: REPERCUSIONES PRACTICAS DE LA BIOLOGIA
DE LAS COPAS ENDOMETRIALES.

En un estudio sobre 1396 yeguas SPC, en condiciones dptimas de manejo y
atencion veterinaria en una temporada, se observé una pérdida gestacional general
del 12%. De todas las gestaciones perdidas, el 61% se perdio antes del dia 40. Las
razones que se estiman para esta pérdida temprana son, por ejemplo, defectos
cromosomicos al momento de la fertilizacién, e inadecuada produccién de
histotrofo (Morris, 2002). Como se describidé anteriormente, si bien esto tiene un
gran impacto econdmico, las yeguas suelen volver a prefiarse en la misma
temporada. El 39% restante, que aborta luego del dia 40, es el que nos interesa en
esta revision, pues probablemente se pierda una temporada en la vida productiva
de éstas yeguas. Si bien las pérdidas gestacionales luego del dia 40 son menos del
5% del total de pérdidas, hay situaciones donde ese porcentaje aumenta
desmesuradamente, como fue el brote de MRLS en 2001.

La gestacion de gemelos es indeseable en la yegua. Menos del 9% de las
gestaciones gemelares llegan a término. De los mellizos nacidos, sélo en el 21% de
los casos alguno sobrevive, y su prondstico a largo plazo es desfavorable (Raggio et
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al. 2008). Histéricamente, las gestaciones gemelares eran la causa del 10-30% de
los abortos equinos. Si bien esta cifra ha disminuido al 6% a consecuencia de las
mejoras en la deteccidon temprana y en el manejo de las gestaciones gemelares en
la yegua, aun sigue siendo una causa de pérdidas econédmicas en la industria equina
(Macpherson y Reimer, 2000). La gran incidencia de ovulaciones dobles y
gestaciones gemelares en algunas razas, concretamente en el Pura Sangre de
carrera, hace que sea un practica rutinaria revisar ecograficamente a las yeguas al
dia 14 post ovulacidn para realizar un diagndstico de gestacién, y al dia 17
nuevamente, para detectar gemelos producto de ovulaciones asincrénicas que
pueden no haberse visto en la primera ecografia. Con los métodos disponibles
actualmente, la reduccion de los mellizos antes del dia 35 de gestacion tiene hasta
un 90 % de éxito (Wolfsdorf,2006). Mas alla del dia 35 el éxito de la reduccién varia
segln el método empleado, terminando probablemente en la pérdida de ambos
conceptos, y tendrd la complicacién adicional de que las copas endometriales ya
estardn formadas, impidiendo el normal retorno a la ciclicidad en éstas yeguas
(Macpherson y Reimer, 2000; Wolfsdorf, 2006).

La finalizacién de una gestacion indeseada es un motivo de consulta
frecuente en la practica clinica. De acuerdo a la etapa de la gestacidon, como ya se
reviso, esto se logra con diferentes procedimientos, y el prondstico funcional y
econdmico de la yegua difiere.

Puede querer optarse por detener la gestacién por razones econdémicas,
como es el caso ya descripto para las yeguas de Polo(Aguilar et al. 2012, Cuervo
Arango, 2015), o para obtener un segundo ciclo anual de produccién de eCG en
yeguas de manadas utilizadas para tal fin.

Entonces, cualquiera sea la causa de la pérdida gestacional posterior a la
formacion de las copas endometriales, es importante que el veterinario pueda
asesorar al cliente de sus consecuencias sobre el desempefio reproductivo de la
yegua luego del aborto. Ante una yegua que ha perdido su gestacién en presencia
de las copas endometriales, las herramientas de las que podria valerse un
veterinario para establecer un prondstico reproductivo para la misma temporada,
son la cuantificacion por ELISA de la eCG circulante y la cuantificacion de la
progesterona circulante, para evaluar el éxito de la lutedlisis inducida con PG. El
veterinario también debe conocer las opciones actuales para deshacerse de las
copas endometriales, y sus consecuencias sobre la posterior fertilidad. Para
destruir las copas endometriales, la ablacidn laser o quirurgica son opciones que se
han ensayado con éxito variable (Allen, 2003; Huber et al. 1993)

La ablacidn con laser de las copas endometriales no puede lograrse en una
sola sesion, por el riesgo de perforar la pared uterina, pero repetidas sesiones dan
como resultado una reaccién inflamatoria intensa que termina destruyendo la copa
(observaciones no publicadas de W.R. Allen, V. Bracher y R. Stone, mencionadas
por Allen, 2003). Al dia 40 de la gestacion el tejido blando de la copa endometrial
es facilmente afectado si se dispara en 3 0 4 puntos durante 3 a 5 segundos con un
laser con energia moderada, de 50-60 W. Si se controla a la yegua 14 a 18 dias
después, la copa se ve claramente necrdtica, incluso desprendida del endometrio
(Allen, 1994).

También se ha intentado la extraccién quirurgica de las copas
endometriales. Como ya se comentd, 5 yeguas a las que se les extrajo
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guirurgicamente el concepto y las copas endometriales al dia 50 de gestacion
mostraron estro, ovularon y fueron inseminadas dentro de las 44 primeros dias
post cirugia, y 3 yeguas concibieron, 2 de ellas en el mismo cuerno del cual fue
removido quirdrgicamente el concepto anterior (Huber et al. 1993). Estos autores
evaluaron en la necropsia los efectos de la cirugia sobre el Utero, y encontraron
gue el procedimiento quirdrgico no impacté negativamente de manera significativa
en la posterior fertilidad, aunque no evaluaron efectos a mayor plazo.
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HIPOTESIS

Luego de la interrupcion de la gestacion entre los dias 70 y 77, yeguas con baja
produccién de eCG tienen mayores tasas de ovulacidn y concepcidén que yeguas
con alta produccién de eCG.

OBJETIVOS

Objetivo General

Estudiar el desempefio reproductivo de yeguas luego de la interrupcion de la
gestacion alrededor del dia70.

Objetivos especificos

Verificar si el retorno a la ciclicidad y la capacidad de concebir después del aborto
estan relacionados con la concentracion de eCG al momento del mismo.
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MATERIALES Y METODOS

Local y animales

El presente experimento fue conducido en los meses de febrero, marzoy
primer mitad de abril de 2014, en el campo experimental n? 1 de la Facultad de
Veterinaria de la Universidad de Republica Oriental del Uruguay, ubicado en
Migues, departamento de Canelones (34°22'Sur; 55°36' Oeste). Se contd con previa
aprobacidn del proyecto por parte de la Comisidon Honoraria de Experimentacién
Animal de la misma institucion (Protocolo n? 111130-001645/14).

Las yeguas utilizadas son parte de una manada de propiedad privada,
compuesta por yeguas y padrillos mestizos, de tipo criollo, mantenidos a campo
natural a una razén de 20 yeguas por padrillo. El diagndstico de gestacion y
estimacion de la edad gestacional se realizan por palpacién transrectal y examen
ultrasonografico (Aloka SSD500, Tokio, Japdn) alrededor del dia 25 de gestacién.
Fueron seleccionadas 22 yeguas prefiadas, con edad gestacional conocida y
aproximadamente igual entre si (72.7 +1.8 dias al dia de inicio del experimento, con
una rango de 70 a 77 dias). Esta gestacion se denominé primera concepcidn. Las
yeguas tenian una media de 6 afios (rango 3 a 14 aios), y una condicion corporal
promedio de 2/5 (Escala de Henneke modificada por Malschitzky et al. 2001).

Ademas se utilizaron 5 yeguas vacias y ciclicas provenientes de la misma
manada, con iguales caracteristicas raciales, etarias y de condicion corporal. Debido
a que el experimento se realizé en la segunda mitad de la estacién reproductiva,
este grupo sirvid para evaluar el efecto de la estacidn sobre la ciclicidad y descartar
gue un posible no retorno a la misma ocurra por efecto estacional.

La duracion total del experimento fue de diez semanas. Los examenes
ginecoldgicos y las extracciones de sangre fueron realizados en el cepo techado
especifico para manejo de equinos del campo experimental n21 de la Facultad de
Veterinaria.

Manejo reproductivo

Cuando la edad gestacional de las yeguas fue de aproximadamente 70 dias,
la prefez se reconfirmé mediante examen ginecolégico y ecograéfico, e
inmediatamente se indujo la interrupcidn de la gestacion, mediante ruptura digital
de las membranas fetales, segln lo descripto por Lofsted (1986).Este momento fue
considerado el dia cero de nuestro experimento. La edad gestacional promedio era
de 72,7+1.8 dias (rango de 70-77 dias). Dos dias después se verificd el aborto por
palpacion transrectal y examen ecogréfico del tracto genital.

A partir de este dia, a un régimen de dos veces por semana, se realizé un
seguimiento ecografico de la actividad ovarica y el status uterino. Previo al examen,
las yeguas en grupo fueron monitoreadas visualmente para evidenciar signos de
receptividad sexual ante un padrillo mantenido en un corral adyacente.

Al evidenciarse al examen ginecoldgico un foliculo dominante mayor a
35mm, se evalud y registro la presencia de edema uterino acompaiiante, y el
comportamiento individual de la yegua ante el macho. Las yeguas receptivas
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fueron servidas mediante monta natural dirigida, con un padrillo mestizo de
fertilidad comprobada. Las yeguas era cubiertas mediante monta natural
supervisada a corral, y permanecian con el padrillo hasta la verificacién de la
ovulacién. En las yeguas servidas se continud con los controles ecogréficos y las
extracciones de sangre dos veces por semana, y a los 12-14 dias del diagndstico de
la ovulacidn se realizé el diagndstico de gestacién mediante ecografia. Esta
gestacién se denominé segunda concepcidn. Las yeguas gestantes continuaron
siendo revisadas semanalmente, y las no gestantes fueron servidas en el siguiente
celo.

Muestras sanguineas y andlisis hormonales.

Al momento de la induccion del aborto se extrajo sangre para medir
concentracion sérica de eCG (concentracion pre-aborto). El muestreo se continud a
un régimen de dos veces por semana, coincidiendo con los exdmenes
ginecoldgicos. Las muestras de sangre se obtuvieron por venopuncién yugular, y la
sangre fue colocada en tubos secos. Fueron mantenidas a temperatura ambiente
por aproximadamente 3 horas para favorecer la coagulacién. Luego fueron
centrifugadas a 500g por 10 minutos, y el suero fue separado y almacenado en
tubos Eppendorf a -20° C para posterior andlisis. Para el procesamiento y
almacenamiento de las muestras de sangre se utilizé el equipamiento y las
instalaciones del laboratorio del campo experimental n? 1 de la Facultad de
Veterinaria.

Analisis de las muestras

Para medir la concentracion de eCG, se utilizd un test de ELISA cuantitativo
(PMSG-ELISA, DRG Instruments, Marburg, Germany). Los andlisis fueron realizados
en un laboratorio de propiedad privada que realiza periédicamente
determinaciones de eCG. Los coeficientes de variacién intra e interensayo fueron
3.8% y 4.6% respectivamente.

Las yeguas que presentaron > 35 Ul/ml de eCG el dia de la induccién fueron
consideradas como de alto nivel de eCG (AN), mientras que en las que se verificd
concentracion < 35 Ul/ml se clasificaron como de bajo nivel (BN).

Analisis estadistico

Para todos los cdlculos se utilizé el software de analisis estadistico Prism 6
(GraphPad Software Inc. San Diego, CA, USA). Se utiliz6 ANOVA para comparar el
intervalo 12 concepcion-12 ovulacion post aborto con el intervalo 12 concepcién-22
concepcidn y para comparar concentraciones de eCG entre grupos (ovulacién/no
ovulacién, gestacion/no gestacidn). Se realizé Chi cuadrado para comparar tasas de
ovulacidn y gestacidn entre grupos BN y AN. Para investigar correlacidon entre la
concentracion de eCG pre-aborto con el intervalo12 concepcién-12 ovulacidn post
aborto, y con intervalo 12 concepcion-22concepcion, se utilizaron coeficientes de
correlacién de Pearson. Niveles de significacion por debajo de 0,05 se consideran
significativos. Valores entre 0,05 y 0,1 indican tendencia.
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RESULTADOS

En el examen realizado 48 horas después de la maniobra de induccién del
aborto, se encontré que el 96% de las yeguas (21/22) habian abortado, y
completado la expulsién del feto y sus membranas. En la Unica yegua que
permanecié prefiada la maniobra se repitié al momento del examen, y el aborto
fue evidente en la siguiente revisacion realizada 72 horas después. No se
encontraron signos de enfermedad sistémica ni uterina en ninguna yegua luego del
aborto.

Al dia cero de nuestro experimento y previo a la induccion del aborto,
momento correspondiente al dia 72,7 +1.8 de la primera gestacidn de las yeguas
(rango de 70 a 77 dias), se encontraron concentraciones variadas de eCG, con una
media de 31,7 Ul/ml £28.1 Ul/ml (rango de 0,81 a 86,63 Ul/ml). La distribucion de
las yeguas segun la produccion de eCG al momento de la induccién del aborto se
muestra en la Fig. 1.

Distribucion de las yeguas segun produccion de eCG al
momento de la induccion del aborto.

IIIIIE

0- 15-30 30-45 45-60 60-75 75-90

Numero de yeguas

O R, N WP UUIONOOOL

Concentracion de eCG (Ul/ml)

Fig. 1:Distribucién de las yeguas segun la produccién de eCG al momento de la
induccién del aborto.

Todas las yeguas mostraron concentraciones decrecientes de eCG a lo largo
del experimento y alcanzaron concentraciones de 0 Ul/ml antes del final del
mismo. En promedio, las yeguas alcanzaron la concentracion 0 en 24,5 + 19,2 dias
post aborto (rango 4 a 67dias) correspondiente al dia 97,5+19,3 dias post primera
concepcién (rango 78 a 139). Los perfiles de eCG de las diferentes yeguas se
muestran en la Fig. 2.
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Dinamica de eCG post aborto
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Fig.2 Dinamica de eCG luego del aborto.

Ovulacion

El 50% de las yeguas (11/22) no volvié a ovular en los 70 dias posteriores al
aborto, periodo correspondiente a los dias 70 a 140 de la primer gestacién. Dentro
de este grupo, el 55% (6/11) no mostro actividad ovarica hasta el final del
experimento. Los ovarios de estas yeguas se mantuvieron pequefios, firmes, y sin
crecimiento folicular significativo. Los Uteros permanecieron flacidos y sin edema.
Sélo una de éstas yeguas produjo un cuerpo liteo secundario inmediatamente
después del aborto (observado en el examen 48 horas post aborto) pero no tuvo
otra actividad reproductiva desde entonces. El 45 % (5/11) de las yeguas tuvo cierta
actividad ovarica, desarrollando foliculos de mas de 15 mm, pero no llegd a ovular
durante el experimento.

El restante 50% de la yeguas (11/22) mostré desarrollo folicular luego del
aborto, y ovuld al menos una vez durante el experimento. Todas las yeguas que
ovularon presentaron comportamiento previo de estro, y 10 de 11 presentaron
edema uterino concurrente. Los datos sobre el momento de ocurrencia de la
ovulacidn se detallan en la Tabla 1.

Cuatro yeguas ovularon dos veces durante el experimento. Los datos sobre
los momentos de ovulacién de estas yeguas se detallan en la Tabla 2. El intervalo
entre primer y segundo ciclo fue en promedio de 18,2 +- 6,5 dias (rango 12 -29
dias).

Dos yeguas mostraron sefiales externas de celo y aceptacidon de monta sin
presencia de un foliculo dominante, (una tenia un foliculo de 200 mm que regreso,
y la otra uno de 200 mm que ovuld 13 dias después).
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Tabla 1: Intervalos hasta la primera ovulacion y segunda concepcion.

Intervalo Media +DS (dias) Rango p
Aborto-12 ovulacion 34,4 +9.8 11-60
Aborto-22 concepcién 41,3+9,2 28-60
12 concepcidn-12 ovulacion 107,5 +9,6 85-119

p=0,08
12 concepcidn -22 concepcidn 114,6 £+ 8,2 105-131

Tabla 2: Datos sobre las yeguas que ovularon dos veces.

Dias desde al aborto Dias desde la primera concepcién
Media DS Rango Media DS Rango
12 ovulacidn 25+11,9 11-38 99,5+ 11,5 85-110
22 ovulacién 43,2+13,6 28-60 117,5+12,5 105-131

La concentracidn pre-aborto de eCG fue significativamente menor (p=0,007)
en yeguas que ovularon (Tabla 3 y Fig. 3). No se encontrd una correlaciéon entre la
concentracion de eCG al momento del aborto y el intervalo 12 concepcion-12
ovulacién (r’= 0,03; p=0,5797) (Fig. 3). Todas las yeguas que ovularon presentaron
< 2.9 Ul/ml de eCG al momento de la ovulacion. Se observaron diferencias
significativas en las tasas de ovulacién (p=0,0237) entre yeguas BN (n=14 ) y yeguas
AN (n=8). Mientras que el 71,4% de las yeguas de baja produccién ovuld, sélo el
12,5% de las de alta produccién lo hizo.

Dentro de las yeguas que no ovularon, las yeguas que entraron en
anestro profundo presentaban, al momento de la induccién del aborto, una
concentracion promedio de eCG de 57,2 +21,5 Ul/ml de eCG. Las que presentaron
desarrollo folicular pero no ovularon, presentaban una concentracién promedio de
eCG de 35 +35,1 de eCG. Sin embargo, no hay diferencias significativas entre estos
dos resultados (p>0,05)-

Tabla 3. Concentraciones pre-aborto de eCG en diferentes grupos.

eCG (Ul/ml)
Media + DS Rango Probabilidad

Ovulacién 16,4+16,6 0,0-51,1

P=0,007
No ovulacion 47,1+29,3 3,0-86,6
22 concepcion 12,9+12,6 0,0-35

P=0,002
Sin 22 concepcién 47,4 28,0 3,0-86,6
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Fig. 3:Concentracidn de eCG al momento de induccidn del aborto en yeguas que
ovularon y no ovularon. > indican diferencia significativa (p=0.067).
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Fig.4: Diagrama de dispersién entre duracién del intervalo 12 gestacion-
12ovulacion y concentracion de eCG al aborto.

Concepcion

Del total de las yeguas, el 45,5 % (10/22), concibidé durante el experimento
(correspondiente al 90,9% (10/11) de las yeguas que ovularon).Los datos sobre los
intervalos hasta la segunda concepcidn se detallan en la Tabla 1. De las 10 yeguas
que concibieron, el 60% lo hizo en su primera ovulacién luego del aborto, y el 40%
en la segunda. La yeguas que concibieron en su segunda ovulacidn lo hicieron
porque fueron servidas en el primer ciclo y no gestaron (50%) o porque por razones
de manejo no fueron cubiertas en su primer ciclo (50%). La dos yeguas que fueron
cubiertas y no gestaron presentaban concentraciones de eCG de 1,80y 2,90 Ul/ml
respectivamente.

La concentracién de eCG al momento del aborto fue significativamente
menor (p= 0,002) en yeguas que gestaron ( Tabla 3 y Fig. 5). Se encontré una
correlacién positiva entre la concentracién de eCG al aborto con la duracion del
intervalo 12 concepcién-22concepcion (r’=0,40; p=0,0498) (Fig. 6). De las 10 yeguas
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gue concibieron nuevamente, al momento de la concepcidn 8 presentaban
concentraciones de eCG de menores a 0,5 Ul/ml (rango 0,0 a 0,5 Ul/ml)y las dos
restantes presentaban 1,25y 1,4 Ul/ml respectivamente.
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Fig.5: Concentracion de eCG al momento de inducciéon del aborto en yeguas que gestaron y
no gestaron >*indican diferencia significativa (p=0,002).
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Fig.6:Diagrama de dispersion entre duracién del intervalo 18concpcién-22concepcién y
concentracién de eCG a la inducciéon de aborto

Se observaron diferencias significativas en las tasas de gestacion (p=0,0017)
entre yeguas BN y AN. Mientras que el 71,4% de las yeguas BN gestaron (100% de
las que ovularon), ninguna de las AN volvié a concebir durante el experimento.

El 13,6 % de las yeguas (3/22) desarrollé cuerpos lGteos suplementarios
durante el experimento. Una de ellas con eCG de 19 Ul/ml al momento de la
induccidn del aborto, ciclé normalmente luego del desarrollo del CLS, ovuld y gesto.
Otra yegua (eCG a la induccion de 72 Ul/ml) desarrollé un CLS pocos dias post
aborto y luego entrd en anestro. La tercera (eCG a la induccién de 58 Ul/ml)
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presentd desarrollo folicular durante el experimento, pero nunca ovulo,
desarrollando estructuras liteas anovulatorias en dos ocasiones.

Las yeguas del grupo control ciclaron regularmente durante toda la
duracion del experimento, y todas concibieron nuevamente. Ninguna yegua del

grupo control presentd concentraciones medibles de eCG durante el experimento.
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DISCUSION

Todo el grupo de yeguas vacias al inicio del experimento ciclé normalmente
y volvid a concebir durante el estudio, no siendo afectadas negativamente por la
estacionalidad (Ginther, 1992). Esto descarta que el anestro verificado en algunas
de las yeguas del grupo abortado se haya producido por efectos de la estacion.

Observamos una gran variabilidad entre yeguas en la concentracidn sérica
de eCG al momento del aborto, en concordancia con lo que se ha descrito
tradicionalmente (Wilsher y Allen, 2011; Murphy, 2012). Los valores observados
para el dia 70 son similares a los reportados por Cuervo Arango et al. (2015).Como
medimos eCG Unicamente a partir del dia 70, y encontramos, de alli en adelante,
concentraciones decrecientes de la hormona en todas las yeguas, sabemos que el
pico maximo de produccién probablemente ocurrié antes del dia 70, y esto esta
acorde con lo descrito en la bibliografia (Allen, 1975), pero no podemos determinar
el momento exacto en que se produjo, ni cual fue la maxima cantidad producida
por cada yegua. Es de destacar la baja concentracion de eCG encontrada en algunas
yeguas al momento del aborto. Coincide con lo encontrado por otros autores
(Cuervo Arango et al. 2015) y con lo afirmado por Allen (Wisher y Allen, 2009),
quien sostiene que la eCG no es imprescindible para la manutencién de la prefiez.

En este estudio se comprueba que la ocurrencia de la ovulacion es
dependiente de la cantidad de eCG al momento del aborto. Se observé que la
mayoria de las yeguas BN (< 35 Ul/ml) ovuld. Varios autores han descrito que la
concentracion de eCG de cada yegua estd relacionada con el comportamiento
reproductivo posterior al aborto (Huber et al. 1993; Allen, 2003; Zent,2003). Asi,
yeguas que han desarrollado pequefias copas endometriales y por tanto bajos
niveles de eCG, por ejemplo, menores a 30 Ul/ml entre los dias 40 y 80, con
frecuencia retornan el estro luego de la lutedlisis inducida por varias inyecciones de
PG.

Del total de nuestro grupo de estudio, el 50% de las yeguas ovularon al
menos una vez durante el experimento, y el eCG promedio de este grupo de yeguas
fue menor a 30 Ul/ml. Todas ellas demostraron comportamiento estral
previamente a la ovulacidn, y sélo una de 11 yeguas no presentdé edema uterino
antes de ovular, y no concibid. Squires et al.(1980) encontraron que el 100% las
yeguas ovularon al menos una vez luego del aborto inducido por inyeccién de
cloprostenol en diferentes regimenes comenzando al dia 70 de gestacidn. Este
mayor porcentaje puede deberse a la lutedlisis inducida por las repetidas
inyecciones de PG. Cuervo Arango et al. (2015) observaron que el 56,3 % de las
yeguas volvia a ovular luego del aborto alrededor del dia 65, con o sin ciclos
anovulatorios previos. Este autor utilizé un método de induccidn del aborto muy
similar al utilizado por nosotros.

En yeguas con alto nivel de eCG al momento del aborto, mas de 80 Ul/ml,
los ovarios se vuelven pequefios, duros y completamente inactivos, y la yegua entra
en un anestro del que solo sale cuando se degeneran las copas endometriales
(Allen, 2003). En nuestro estudio, el grupo de yeguas que entrd en anestro con esas
caracteristicas fue el que presenté los valores mas altos de eCG al aborto, y
solamente una yegua de las 11 de nuestro grupo AN (>35 Ul/ml)ovulé. Varios
autores reportan porcentajes variables de yeguas que presentan inactividad
completa luego del aborto (Squires, 1980; Aguilar et al. 2012; Cuervo Arango et al.
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2015). El porcentaje encontrado por nosotros (27%) fue mayor que el encontrado
por Cuervo Arango et al. 2015, que fue solamente de 6,2 %, pero similar el
encontrado por Aguilar et al. en (2012), que fue de 27,9%.

El intervalo aborto-12 ovulacidn reportado para yeguas que pierden su
gestacién entre los dias 60-70 es variable de 12,4 a 51,4 dias (Squires et al. 1980;
Aguilar et al. 2012; Cuervo Arango et al. 2015). En nuestro trabajo este intervalo
fue similar a lo encontrado por los autores mencionados, y para el total de las
yeguas que ovularon al menos una vez, la primera ovulacién ocurrié en promedio
34 dias luego del aborto (rango 11 a 60 dias), correspondiente a 107 dias luego de
la primera concepcién (rango 85 a 119 dias). A esa altura de |la primera gestacion,
se estaria entrando dentro del periodo reportado como de normal degradacion de
las copas endometriales y de la desaparicién de la eCG de la circulacién (Wilsher y
Allen, 2011).

Observamos un umbral en la concentracion de eCG (2,9 Ul/ml ) por debajo
del cual las yeguas son capaces de ovular. Este resultado es también semejante a lo
descripto por otros autores (Huber et al., 1993; Cuervo Arango et al., 2015). De
todas formas, la ovulacién no se produce inmediatamente luego de atravesado
este umbral, sino que tarda un tiempo variable en ocurrir. Las yeguas que tienen
mas eCG al momento del aborto demoran mas en alcanzar la concentracion
umbral. La variabilidad en el tiempo que tarda en ocurrir la ovulacion luego de
alcanzado dicho umbral contribuye a explicar la ausencia de correlacion entre la
eCG al momento del aborto y el intervalo 12 gestacién-12 ovulacion.

Con respecto a la capacidad de volver a concebir, encontramos que ninguna
yegua con produccién >35 Ul/ml al momento de la induccion del aborto volvio a
quedar prefiada, mientras que la mayoria de las de <35 Ul/ml lo hizo. No hemos
encontrado otros autores que reporten una cantidad de eCG al momento del
aborto por debajo de la cual las yeguas no vuelven a concebir en la misma
temporada reproductiva.

Al servir yeguas con bajas concentraciones de eCG éstas pueden quedar
prefiadas nuevamente, y aparentemente las copas endometriales y la eCG
remanentes no impiden el desarrollo embrionario ni la placentacion en esta
segunda gestacion (Allen, 2003). Observamos que una vez ciclicas, la fertilidad de
estas yeguas que han abortado es alta. De las 10 yeguas que concibieron durante
nuestro experimento, 8 presentaban concentracion de eCG menores a 0,5 Ul/ml, y
dos tenianl,4 y 1,25 Ul/ml respectivamente al momento de la concepcidn. Estos
resultados son similares los descritos por otros autores (Huber et al., 1993; Cuervo
Arango et al., 2015).

El intervalo 12 concepcidn-22 concepcion observado por nosotros es similar
al publicado por otros autores, y encontramos que tiende a ser mayor que el
intervalo 12 concepcion-12ovulacion. Esto puede explicarse porque ninguna de las
yeguas que ovularon con concentraciones eCG entre 1,5y 3 Ul/ml concibid, lo cual
probablemente se deba a fallas en la maduracién de los oocitos por la presencia de
eCG (Cuervo Arango et al., 2015).

Recientemente se planted una controversia entre lo aceptado
tradicionalmente, de que las yeguas que abortan en presencia de copas
endometriales sélo vuelven a ovular cuando la eCG es indetectable (Allen 1975), y
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lo que ocurre en explotaciones de trasferencia embrionaria, en que las yeguas
inducidas a abortar alrededor del dia 60 son reutilizadas como receptoras poco
tiempo después (Aguilar et al. 2012, Cuervo Arango et al.,2015). En nuestro trabajo
observamos que, en concordancia con lo propuesto originalmente por Allen, las
yeguas solo ovularan por debajo de un cierto umbral de eCG, y sdlo concebiran
cuando las concentraciones de la hormona son cercanas a cero. El tiempo en que
las yeguas alcanzan estos valores de eCG es, como ya se sabe, extremadamente
variable, y dependerd de la concentracidon de eCG al momento del aborto y del
momento en la gestacidn en que el aborto se produce. En los centros de
transferencia, lo que ocurre probablemente es que se transfiere embriones a las
yeguas que alcanzan antes estas bajas concentraciones. Debe tenerse en cuanta la
diferencia entre la capacidad de concebir propiamente dicha, y la de recibir un
embrién, en que la ovulacién no es un evento imprescindible, por lo que yeguas
abortadas que no han ovulado pero que cumplen con ciertos criterios pueden ser
reutilizadas como receptoras.

Para ampliar al alcance de nuestro trabajo, hubiera sido util medir las
concentraciones circulantes de progesterona, lo cual nos habria ayudado a definir
técnicamente los ciclos, y a evaluar la regresidn de los cuerpos luteos secundarios
presentes al momento del aborto y a los generados a posteriori de éste, y a
estudiar la influencia de éstas estructuras sobre la dindmica folicular de nuestras
yeguas. También habria sido util una determinacién mas detallada del nimero de
estructuras lateas presentes en los ovarios de las yeguas al momento del aborto, y
su relacién con la cantidad de eCG en dicho momento. Consideramos, de todas
formas, que estas carencias no invalidan nuestro trabajo, y que los objetivos del
estudio, centrados en el estudio de la eCG, se cumplieron.

CONCLUSIONES

Confirmando nuestra hipétesis, se concluye que luego de la interrupcién de
la gestacion entre los dias 70 y 77, yeguas con baja produccion (<35 IU/ml) de eCG
tienen mayores tasas de ovulacion y concepcidon que yeguas con alta produccién de
eCG (>35 IU/ml). Ante un aborto en presencia de copas endometriales, medir la
concentracion de eCG puede ayudar a establecer un prondstico sobre el futuro
comportamiento reproductivo de esa yegua para el resto de la temporada.
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