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RESUMEN

Existe una tendencia creciente en el mercado equino a la utilizacion de biotecnologias
reproductivas, con el fin de mejorar la genética y los indices reproductivos de los
criaderos, que incluyen uso de terapias hormonales. El presente trabajo tuvo como
objetivo realizar una revision de las ultimas investigaciones sobre la utilizacion de las
terapias hormonales para manipular el ciclo reproductivo de la yegua ciclica. Se
incluye una revision de la fisiologia del ciclo reproductivo de la yegua, las
caracteristicas de cada hormona implicada en la reproduccién equina, y la utilizacion
de terapias hormonales. Se estudiaron con profundidad los usos de las diferentes
hormonas que existen en la actualidad en el mundo, como ser la hormona liberadora
de gonadotrofina (GnRH) y sus analogos, la gonadotrofina coridonica humana (hCG),
las prostaglandinas naturales y sintéticas (PG), la progesterona (P4) y los
progestagenos, los estrégenos (E), la oxitocina (OX), el extracto de pituitaria equina
(EPE), y las gonadotrofinas recombinantes (reFSH y reLH). Los procedimientos
estudiados incluyen la induccién de la ovulacion, induccion de la lutedlisis,
sincronizacion de los ciclos, induccidn y supresién del estro, induccion de la
contractilidad uterina, e induccion de ovulaciones multiples.



SUMMARY

There is a growing trend in the equine market towards the use of reproductive
biotechnologies in order to improve equine genetics and reproductive rates of farms,
which are based on the use of hormonal therapies. The aim of this work is to review
the latest research on the use of hormonal therapies to manipulate the reproductive
cycle of the cyclical mare. It includes a revision of the physiology of the reproductive
cycle of the mare, the characteristics of each hormone involved in equine reproduction,
and their use in hormonal therapies. The uses of the following different hormones that
currently exist in the world were studied in depth: gonadotropin-releasing hormone
(GnRH) and its analogs, human chorionic gonadotropin (hCG), natural and synthetic
prostaglandins (PG), progesterone (P4) and progestogens, estrogens (E), oxytocin
(OX), equine pituitary extract (EPE), and recombinant gonadotrophins (reFSH and
reLH). Procedures studied include ovulation induction, luteolysis induction, cycle
synchronization, estrus induction and suppression, uterine contractility induction, and
induction of multiple ovulations.



TABLA DE ABREVIATURAS

IA Inseminacion artificial

TE Transferencia de embriones

OPU Aspiracion transvaginal de ovocitos
ICSI Inyeccion intra citoplasmatica de espermatozoides
GnRH Hormona liberadora de gonadotrofinas
hCG Gonadotrofina coriénica humana
PGF2a Prostaglandina f2 alpha

PG Prostaglandina

P4 Progesterona

E2 Estrégeno

OoX Oxitocina

FSH Hormona foliculo estimulante

LH Hormona luteinizante

HAF Foliculo anovulatorio hemorragico

CL Cuerpo luteo

PGE2 Prostaglandina E2

TSH Hormona estimuladora de tiroides
eCG Gonadotrofina coridnica equina
ReFSH FSH recombinante

RelLH LH recombinante

FIV Fertilizacién in vitro

EPE Extracto de pituitaria equina

AD Acetato de deslorelina

M Intramuscular

vV Intravenoso

U Intra uterino

PRID Dispositivo intravaginal liberador de progesterona
DGSG Direccion General de Servicios Ganaderos
IATF Inseminacién artificial a tiempo fijo

ul Unidades internacionales

eFSH FSH equina purificada

UNESP Universidad estadual de Sao Paulo



INTRODUCCION

La cria de equinos en nuestro pais tuvo su comienzo a mediados del siglo XVII junto
con la ganaderia. En un principio eran utilizados como una herramienta en el trabajo
agropecuario, transporte, servicios, ejército entre otras funciones, luego se comenzo6
a diversificar su uso comprendiendo actividades como competencias deportivas,
funcionales, morfologicas, entretenimiento, actividades terapéuticas, asi como
exportaciones de equinos en pie. Actualmente Uruguay cuenta con mas de 421 mil
equinos segun la ultima declaracion jurada (2020), siendo el segundo pais en relacion
equino por habitante, ademas, se estima que el rubro representa un valor agregado
bruto para la economia uruguaya de casi un punto del PBI (Ferrari, et al., 2012). En
los ultimos afos la cria de equinos ha tenido cierto dinamismo y por esta razon se ha
puesto mas énfasis en lo que respecta a la reproduccién, teniendo como objetivo
generar un potro sano por yegua por afo, lo que implica que éstas deben concebir en
el primer mes post parto (Nath, 2011). Dicho objetivo no siempre es alcanzable en la
reproduccion natural, ya que las yeguas presentan la tasa de fertilidad mas baja,
cuando son comparadas con las demas especies domesticas (Ginther, 1992).
Sumado a lo mencionado anteriormente, la seleccion genética en los caballos ha sido
enfocada hacia el desarrollo de aptitudes deportivas, fenotipicas o utilitarias y no en
la habilidad reproductiva. Uno de los principales factores que interfiere en el control
del ciclo estral de las yeguas es que son reproductoras estacionales, influenciadas por
cambios en la luminosidad diaria a lo largo del afo, presentando ciclicidad apenas en
periodos de mayor luminosidad diaria (primavera-otofo). A esta limitacién temporal
fisiologica, se le agrega a algunas razas, una delimitacion reglamentaria de la
temporada de servicio, la cual puede incluso estar determinada fuera del periodo
ciclico natural, como ser el caso del Pura Sangre de Carrera (Lazcano & Pereyra,
2020). Con el objetivo de reducir el impacto de dicha particularidad fisiolégica y
atender la demanda que produjo el importante avance en la cria de equinos, crecio la
adopcion de biotecnologias aplicadas a la reproduccion y, en consecuencia, se han
producido mejoras en las técnicas. Para que la reproduccién asistida de animales con
alto valor genético tenga resultados satisfactorios, es fundamental conocer los
mecanismos de la fisiologia reproductiva, con el fin de realizar un manejo adecuado y
obtener una mejor aplicacién de las biotecnologias, generando de esta forma
ganancias para los criadores (Lima, 2013).

Actualmente en nuestro pais se realizan biotecnologias como inseminacion artificial
(IA) y transferencia de embriones (TE), pero la llegada inminente a paises vecinos de
otras técnicas mas avanzadas como son la aspiracidn transvaginal de ovocitos (OPU),
y la inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSl) despierta el interés en
profundizar el estudio sobre la manipulacion del ciclo estral con diferentes hormonas.

Los beneficios que trae consigo la utilizacion de las terapias hormonales en programas
de reproduccion asistida son, entre otros, aumentar la duracion del periodo de
ciclicidad durante el afio, acortar el ciclo estral, aumentar el numero de
ovulaciones/ciclo, aumentar el numero de embriones recuperados/ciclo, sincronizar
donantes y receptoras, hacer que el entorno uterino sea propicio para el desarrollo
embrionario, inducir y/o suprimir sefiales de estro. Las principales hormonas utilizadas
son: la hormona liberadora de gonadotrofina (GnRH) y sus analogos, la gonadotrofina
corionica humana (hCG), las prostaglandinas naturales y sintéticas (PG), la
progesterona (P4) y los progestagenos, los estrogenos (E), la oxitocina (OX), entre
otras.
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FISIOLOGIA REPRODUCTIVA DE LA YEGUA

La yegua es clasificada como poliéstrica estacional de dia largo. Su aparato
reproductor se modifica a lo largo del afio y estos cambios se dan como consecuencia
de la variacion de horas luz que presenta el dia en las diferentes estaciones del afio
en nuestra region. Durante la temporada de reproduccion (primavera y verano), la
yegua no prefiada tiene ciclos estrales recurrentes, regulados por el eje hipotalamo-
hipdfisis-ovarios, el cual, mediante mecanismos neuroendocrinos, produce
variaciones en la funcionalidad del aparato reproductor (Aurich, 2011). La luz actua
desencadenando estos mecanismos, una vez que el globo ocular detecta el estimulo
luminico a nivel de la retina, lo convierte en un impulso nervioso que alcanza la
glandula pineal, la cual es considera el mediador entre los receptores de luz y el eje
hipotalamo-hipdfisis-ovarios (Ginther, 1992). La hormona producida por la glandula
pineal llamada melatonina, secretada durante las horas de oscuridad, ejerce un efecto
anti gonadal sobre los ovarios, ya que actua inhibiendo la sintesis y secrecién de
GnRH por parte del hipotalamo, por lo tanto, al aumentar las horas de luz en estacion
primaveral y estival disminuye la liberacion de melatonina dando lugar a la liberacion
de GnRH (Neely, Liu & Hillman, 1990). En la yegua los pulsos de GnRH son seguidos
de una descarga de hormona foliculo estimulante (FSH) y luteinizante (LH) por parte
de la adeno hipdfisis (Irvine & Alexander, 1987), las cuales actuan a nivel gonadal, la
FSH por su parte promueve el crecimiento de los foliculos, mientras que la LH es
responsable de la maduracion folicular, ovulacion y luteinizacién (Brinsko, Blanchard,
Varner, Schumacher & love, 2010) (Figura 1). De acuerdo con el fotoperiodo, el ciclo
reproductivo anual de la mayoria de las yeguas se compone de dos fases: una
anovulatoria y otra ovulatoria. Cabe destacar que dependiendo de la ubicacion
geografica donde se encuentre la yegua, y con relacion al fotoperiodo existe un
porcentaje de las mismas que ciclan todo el afio (Comunicacion personal Profesor
Rodrigo Mattos, 2 se marzo, 2022). En un estudio realizado en nuestra region por Z
Winter, 2007 en yeguas de la raza criolla encontraron que un 25% de las mismas
ciclaron todo el afio.

La fase anovulatoria, compuesta por tres periodos: la transicion de otofio, el anestro
profundo o de invierno (observado en regiones de pocas horas luz diurnas) y la
transicion de primavera (Cuervo-Arango & Clark A, 2010), marcados por una pequeia
concentracion sérica de LH, mientras que la secrecién de FSH no sufre alteraciones
sustanciales (Freedman, Garcia & Ginther, 1979, Saleh, 2011). La fase ovulatoria es
la etapa ciclica, en la que se suceden ciclos estrales. El ciclo se divide en una fase
folicular (estro) que culmina con la ovulacion y durante la cual el tracto genital esta
preparado para aceptar la copula y transportar los espermatozoides a los oviductos
para la fertilizacion; y una fase lutea (diestro) en la que el tracto genital esta preparado
para recibir y nutrir el embrion (Ginther, 1992).

11



NE < 2
NES % % S S\
s ‘2’@/ o3 ‘¢ )
~2\I Qf »3,\ '3’
15 %
( L) * <
« $ 'S;( X
¥ 4
¥ =l
PGF2a -
ESTRO DIESTRO

Figura 1. Regulacion hormonal del ciclo reproductivo de la yegua (Extraido y
modificado de Manual of Equine Reproduction Brinsko et al 2010).

Fases del ciclo reproductivo anual de la yegua

Transicion de otono

En los meses otofiales y como consecuencia de la disminucion de las horas luz, al
final de la etapa ciclica las yeguas entran en transicion y a pesar de que suelen exhibir
comportamiento de estro, el mismo presenta vigor reducido. En este periodo, puede
aumentar la incidencia de foliculos anovulatorios (HAF), y su desarrollo implica
luteinizacion y hemorragia del mismo (Cuervo-Arango & Newcombe, 2012). Los HAF
son foliculos de tipo pre ovulatorio, lo que sugiere concentraciones adecuadas de
FSH, pero sin embargo no ovulan, ya que existe una reduccion de LH (Ginther, 1992).
También se ha observado que en esta fase las yeguas ovulan y luego no desarrollan
mas foliculos, formandose asi un cuerpo luteo persistente a pesar de los niveles bajos
de progesterona existentes (Sharp, 2011). Es probable que estas dos caracteristicas
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reflejen los bajos niveles de GnRH propios del otofio. Esta fase es seguida por un
periodo de anestro profundo llamado también anestro invernal.
En nuestra regiéon fue descripto que las yeguas comienzan la transicién de otofio en
el mes de mayo, 60 dias luego del solsticio de otofio (Z Winter, 2007).

Anestro invernal

El anestro invernal o estacién anovulatoria es caracterizado por ovarios pequefios y
ausencia de actividad en los mismos (Allen, 1987). Esto ocurre en los meses de
invierno donde disminuyen las horas de luz, y en consecuencia no existe ciclicidad.
Sin embargo, existen algunas yeguas que a veces tienen niveles circulantes
(reducidos) de FSH en sangre periférica, y por esta razon pueden alcanzar tamafios
foliculares mayores a 10 mm, pero por lo general menores de 20 a 25 mm debido a
la ausencia de LH. En esta estacion, debido a la existencia de una mayor
concentracion de melatonina la cual genera una inhibicion de la produccion de
GnRH, los niveles de LH se mantienen basales mientras que los de FSH no varian a
lo largo del afio (Ginther, 1992). A la inspeccion transrectal tanto a la palpacion como
a la ecografia los ovarios se encuentran pequenos e inactivos con so6lo uno o dos
foliculos de menos de 15 mm (Watson et al., 2002). El utero se encuentra flacido, sin
tono lo que hace dificil palparlo (Ginther, 1992). Luego de esta fase comienza la
segunda transicioén, la transicion de primavera. En nuestra region el anestro
estacional se da en la mayoria de las yeguas (75%) (Z Winter, 2007)

Transicion de primavera

La transicion primaveral es quizas la de mayor importancia productiva, ya que acortar
esta fase y adelantar la primera ovulacion del afo, alarga la etapa ciclica brindando
mas oportunidades de lograr una gestacién. La reanudacion de la actividad ovarica en
la transicidn primaveral requiere de una serie de eventos, comenzando por la
disminucién de los niveles de melatonina como consecuencia del aumento de horas
luz. Como resultado de dicha disminucion aumentan las concentraciones de GnRH
circulante, provocando un aumento de la secrecion de gonadotrofinas y un cierto
grado de actividad folicular. Cuando un foliculo se vuelve dominante secreta estradiol
en altas concentraciones induciendo una retroalimentacién positiva en el eje
hipotalamo-hipdfisis, promoviendo asi un aumento en la sintesis y secrecién de GnRH
lo que se traduce en una liberacion de LH mayor (Sharp, Grubaugh, Weithenauer,
Davis & Wilcox, 1991). La gran mayoria de yeguas al salir del anestro profundo
generado en los meses de invierno, presentan ciclos irregulares donde los foliculos
comienzan a crecer, pero no llegan a ovular (Figura 2) a consecuencia de una
concentracion insuficiente de GnRH. Este periodo dura entre 30 a 90 dias
aproximadamente (0 menos dependiendo de la condicion corporal) y es caracterizado
por un reinicio de la actividad ovarica, los foliculos crecen hasta unos 20 a 30 mm y
se incrementa el numero de foliculos en el ovario. Ocurren entre 1 a 3 ondas foliculares
anovulatorias antes de que ocurra la ovulacion (Donadeu & Watson, 2007). El factor
mas importante para el reinicio de la actividad ovulatoria al final de este periodo
transicional, es el nivel de LH circulante (Aurich, 2011). En nuestra region, sobre
condiciones naturales las yeguas encierran la fase de transicion de primavera proximo
al solsticio de primavera (setiembre-octubre) (Z Winter, 2007).

13



Figura 2.

Imagen caracteristica de un corte
transversal visto por ultrasonido de un
ovario de yegua en transicion, donde se
pueden observar muchos foliculos
pequefios sin que haya dominancia de
alguno de ellos (Sharp, 2011)

Fase ovulatoria o ciclica

Con lafinalizacion de la transicion primaveral que culmina con la primera ovulacion de
la temporada, comienza la etapa ciclica, en la cual se presentan los ciclos estrales. El
ciclo estral fue definido por Knottenbelt, LeBlanc, Lopate & Pascoe, (2003) como una
interaccidn sincronizada de eventos anatomicos, endocrinos y conductuales que
tienen como resultado la ovulacion. Se lo divide en dos etapas, una es la fase folicular
o estro y la otra es la fase lutea o diestro (figura 3), con una duracién de entre 4 a 7
dias y entre 14 a 15 dias respectivamente, dando un total de 21 dias en promedio.
Esto se cumple en nuestra region en los meses estivales, no tan asi en los meses de
primavera y otofio donde se encuentran los celos de transicidn que son mas largos
dando un estro de 7 a 10 dias y un diestro de 14 dias (Slusher, Taylor MacAllister &
Freeman, 1994). La dinamica del ciclo estral esta dada por un fino equilibrio entre las
hormonas de la glandula pineal (melatonina), del hipotalamo (GnRH), de la hipdfisis
(FSH y LH), los ovarios (E2 y inhibina) y del endometrio (PGF2).

w— Estrégeno
e FSH
-« LH
= Progesterona
PGF2

Ov Ov

Figura 3. Dinamica hormonal del ciclo reproductivo de la yegua. Se considera el dia de la
ovulacion como el dia 0 del ciclo el cual comprende 21 dias aproximadamente. (Adaptado de
Aurich, 2011)
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Fase folicular o estro

En la fase folicular como su nombre lo indica, la actividad mas importante es el
crecimiento, la seleccién y la maduracion de los foliculos ovaricos para culminar en la
ovulacion. El factor liberador de gonadotrofinas hipotalamico, también llamado por sus
siglas en inglés GnRH llega via sistema portal hipotalamico-hipofisario a la hipo&fisis
anterior donde estimula la produccion de las gonadotrofinas LH y FSH. Estas
hormonas son liberadas a la circulacién sistémica y al llegar a su 6rgano diana (corteza
de los ovarios) promueven el reclutamiento y seleccion folicular (FSH) y la maduracion
folicular, ovulacion y luteinizacion folicular (LH) (Brinsko et al., 2010). La progesterona
producida por el cuerpo luteo (CL) tiene un efecto de retroalimentacion negativa sobre
la liberacion de LH, pero en este momento del ciclo, los niveles en plasma se
encuentran por debajo de 1ng/ml y por lo tanto comienzan a aumentar los de
estrogeno, liberados por las células de la teca de los foliculos en maduracion,
principalmente el dominante, lo que lleva a una retroalimentacion positiva sobre la
liberacion de LH.

Figura 4. Imagenes ultrasonograficas y endoscopicas de Utero y ovario de yeguas en estro. En la
imagen 4.A se puede apreciar una endoscopia uterina en la cual se destacan los pliegues grandes y
abundantes de la mucosa endometrial resultado de la accion de los estrégenos liberados por el foliculo
dominante. Las siguientes imagenes (4.B y 4.C) muestran cortes transversales vistos por ecografia
transrectal Modo B. En la imagen 4.B se destacan los pliegues anteriormente mencionados, junto con
mucosidad vista como zonas mas anecoicas, la imagen 4.C muestra un corte de un ovario en el cual
se ve un foliculo dominante (imagen extraida de Paredes, Jiménez & Hernandez, 2012).

Ondas foliculares

En el ovario de la yegua hay aproximadamente 40.000 foliculos primordiales y 100
foliculos en crecimiento (Driancourt, Paris, Roux, Mariana, & Palmer, 1982). La
formacion del antro en la poblacion de foliculos en crecimiento, ocurre cuando el
foliculo alcanza un diametro aproximado de 0,2 a 0,4 mm (Donadeu, 2008)

Una onda folicular se refiere al crecimiento de varios foliculos que emergen en
sincronia en uno o ambos ovarios de la yegua. Los foliculos seleccionados en una
cohorte u onda folicular creceran, y por lo general solo uno se vuelve dominante y
crece hasta su ovulacion, y el resto de los foliculos se atresian, es decir regresan. El
desarrollo periddico de ondas foliculares ocurre continuamente y esta influenciado por
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varios factores, como la etapa del ciclo estral, la estacion, la prefiez, la edad, la raza
y el individuo (Driancourt et al., 1982). Por lo tanto, se pueden desarrollar diferentes
tipos de ondas foliculares (menores o mayores, ovulatorias o anovulatorias) con
niveles variables de actividad dentro de cada onda, bajo condiciones fisioldgicas
especificas. Las ondas foliculares comienzan en las potras durante la pubertad entre
las edades de 11 y 15 meses (Ginther, 1992).

En las yeguas el ciclo se caracteriza por presentar ondas de crecimiento folicular con
dos patrones tipicos:

-Una onda folicular mayor que fue definida por Ginther (1992) como el conjunto de
foliculos que presentan un crecimiento sincronizado, donde luego uno de ellos sufre
divergencia y domina a los demas cuando alcanza un diametro =2 28 mm (Ginther,
1993; Ginther, Bergfelt, Beg, Meira & Kot, 2004).

-Una onda folicular menor en la cual el foliculo mayor presenta un diametro maximo
de 22 a 23 mm y por lo tanto no alcanza el diametro necesario para promover la
divergencia entre los futuros foliculos subordinados. Esta se inicia al final del estro
hasta el inicio del diestro (Ginther, 1979).

A su vez la onda mayor se puede clasificar como primaria o secundaria: la primaria
emerge en la mitad del diestro (dias 7-8) y la ovulacion ocurre en el estro, y la
secundaria la cual su emergencia se da en el estro o en el inicio del diestro y como
consecuencia se forma un foliculo de diestro el cual puede ovular o regresar (Ginther,
1992).

Crecimiento, seleccion y divergencia folicular

Con el aumento de la FSH, comienza el reclutamiento folicular de un grupo de foliculos
antrales sensibles a esta hormona, la FSH alcanza su pico maximo alrededor del dia
13 del ciclo, cuando los foliculos en crecimiento comun miden 13 mm. Lugo la
concentracion de FSH comienza a declinar, debido a la secrecion de inhibina
producida por los foliculos en crecimiento (Bergfelt, Man, Schwartz & Ginther, 1991).
El dia 15 aproximadamente, el estradiol producido por el foliculo dominante contribuye
a una disminucion continua de FSH (Driancourt, 2001). Los dos foliculos mas grandes
comienzan a desviarse en diametro el dia 16 del ciclo cuando el futuro foliculo
dominante y el subordinado llegan a un diametro de 23 y 20 mm respectivamente
(Ginther, 2017). El crecimiento del foliculo dominante, después del proceso de
seleccion, es menos dependiente de FSH, cuya concentracion se mantiene en
concentraciones basales debido a la retroalimentacion negativa causada por la
inhibina y el estradiol como fue mencionado anteriormente. El foliculo que sufre
divergencia sera el de mayor tamafo y numero de receptores para LH, mientras que
los demas sufren el proceso de atresia o regresan (Gastal, Gastal, Bergfelt & Ginther,
1997). La yegua tiene la caracteristica que generalmente s6lo un foliculo llega al
estadio de dominancia. A partir de la divergencia el foliculo preovulatorio crece a una
tasa promedio de 3 mm por dia hasta un diametro aproximado de 35 mm cuatro dias
antes de la ovulacion. El crecimiento continuo ocurre hasta 2 dias antes de la
ovulacion cuando el tamanio folicular alcanza una meseta de aproximadamente 40 mm
(Ginther, Gastal, Gastal, & Beg, 2008).
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Figura 5. Ondas foliculares en el ciclo reproductivo de la yegua (Adaptado de
Ginther, 2017).

Figura 6. Corte transversal de ovario en el cual se aprecia un foliculo preovulatorio.
Las flechas indican la “doble pared” que se forma en el foliculo debido al aumento de grosor de la capa
granulosa. El gancho indica la fosa ovulatoria. 5A indica el dia -3, 5B dia -2, 5C dia -1 y 5D dia 0
(Imagen extraida de Gastal & Ginther, 2006).
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Caracteristicas ecograficas del foliculo preovulatorio

El proceso de ovulacion implica una serie de cambios a nivel folicular los cuales se
pueden observar mediante ecografia. A medida que se acerca la ovulacion, la
granulosa se vuelve mas gruesa y mas ecogénica (figura 6). El foliculo preovulatorio
en la yegua cambia de forma y consistencia (pierde turgencia) a la palpacion
transrectal. Por ultrasonografia se puede observar que, de una forma circular, el
foliculo pasa a presentar bordes irregulares, y presenta una forma mas oval
haciéndose mas coénico, con el vértice apuntando hacia la fosa de ovulacién. En la
imagen 6.D se puede observar la disminucion del grosor de la capa granulosa en el
area apical por donde sera liberado el ovocito, esto evidencia que la ovulacién ocurrira
de forma inminente. La imagen 6.A indica el dia—-3,la6.B-2,1a6.C -1yla6.D el
dia 0 o el dia de la ovulacién. (Gastal, Gastal & Ginther, 2006).

Ovulacion

A diferencia de otras especies de animales domésticos que exhiben un pico de LH
preovulatorio corto y pronunciado, en la yegua no existe un pico distintivo de LH
periovulatorio. Durante el estro, el periodo de concentraciones elevadas de LH dura
varios dias (figura 7). El aumento gradual de LH se interrumpe transitoriamente
después de la ovulacion debido a la absorcion de estradiol del liquido folicular, que se
cree que se descarga en el abdomen y se absorbe en sangre en el momento de la
ovulacion (Ginther, Almamun, Shahiduzzaman & Beg, 2010) La LH ejerce su accion
uniéndose a receptores de membrana en las células de la granulosa y de la teca del
foliculo preovulatorio. Produce un aumento de AMPc, estimulando la conversién de
colesterol en pregnenolona. Ademas, desencadenando una serie de eventos que
culminan en la expulsién del ovocito. Por un lado, la enzima colagenasa rompe el
colageno de la teca externa y asi disminuye la tension de la pared folicular. A medida
que suceden los cambios de degradacion del tejido conectivo se produce la formacion
del estigma en el apice folicular, zona mas delgada de la pared folicular por donde se
liberara el ovocito en el momento de la ovulacion. La PGF2a y PGEZ2 intervienen en la
ruptura de la pared folicular a través de la liberacién de las enzimas contenidas en los
lisosomas y en cambios vasculares (Gigli, Russo & Aguero, 2006).

El proceso de ovulacion es rapido, el liquido folicular se libera en aproximadamente 2
minutos y la evacuacion completa puede alcanzar hasta 7 minutos. La mayoria de las
yeguas ovulan 48 horas antes de que finalice el estro (Brinsko et al., 2010). El ovocito
liberado tiene una vida media de aproximadamente 18 horas (Woods, Bergfelt &
Ginther, 1990).
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Figura 7. Imagen ilustrativa del patrén hormonal y el crecimiento folicular durante el ciclo estal
de la yegua (Adaptado de McCue, Scoggin & Lindholm, 2011).

Caracteristicas de una yegua en estro

Como consecuencia de la baja concentracion de progesterona y alta de estrogeno
mencionadas anteriormente se producen una serie de cambios tanto en el tracto
reproductor como comportamentales. Estos cambios preparan a la hembra para el
servicio y son: relajacidon del cérvix y vulva, aumento del edema de la pared uterina,
aumento de secreciones desde el utero, cérvix y vagina para permitir el pasaje y
transporte de semen. Presenta cambios de conducta como orinar frecuente, levanta
la cola, contraccion del clitoris, busca al macho, separa los miembros posteriores en
presencia del macho (Aurich, 2011), y hay aceptacion de la monta.

Fase lutea o diestro

Con la ovulacién la cavidad folicular se llena de sangre dando origen al cuerpo
hemorragico, haciendo que comience la etapa del ciclo estral denominada diestro. Las
células de la granulosa se transforman en células luteinicas, sintetizando
progesterona la cual aumenta su concentracion inmediatamente (Da Costa, Branco,
Pessa, Silva & Ferreira-Dias, 2005) llegando al pico maximo a los 8 dias (8 a 16 ng/ml)
luego de la ovulacion (Ginther, Gastal, Gastal, Utt & Beg, 2007). La progesterona
produce una retroalimentacion negativa sobre la secrecion de LH en la hipofisis. Una
vez que se produjo el pico de progesterona la misma comienza a disminuir su
concentracion lentamente hasta los dias 14-15 del ciclo, momento en el que ocurre la
lutedlisis de CL en el caso que no haya habido concepcién (Aurich, 2011). (Figura 3)
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8.C

Figura 8. Imagenes ultrasonograficas y endoscopicas de uUtero y ovario de yeguas en diestro. En la
imagen 8.A se puede apreciar una endoscopia uterina de un animal en diestro, donde se observa un
endometrio plano y sin pliegues endometriales. En las siguientes imagenes (8.B y 8.C) se observan
cortes transversales vistos mediante ecografia transrectal con caracteristicas tipicas de un utero y
ovario en diestro, en la imagen 8.B se observa una imagen homogénea, sin pliegues endometriales,
resultado de la accion de la progesterona producida por el CL visto en la imagen 8.C la cual seria un
corte de un ovario. (Imagen extraida de Paredes et al., 2013).

Lutedlisis

La vida util del cuerpo luteo depende de la liberacion endogena de prostaglandina F2a
(PGF2a) producida por el endometrio, la cual es liberada en pulsos a partir de los dias
13 a 16 después de la ovulacién si no ocurre la prefiez. Luego se absorbe en el drenaje
venoso uterino, ingresando a la circulacion sistémica y posteriormente a los ovarios
(Brinsko et al., 2010). Fue comprobado en los ultimos afios que existe una secrecion
de oxitocina por parte de la hipdfisis, liberada en pulsos, que acompaian a los de
PGF2a de forma que se establece un circuito de retroalimentacién positiva sobre la
liberacion de PGF2a (Vanderwall, Silva & Fitzgerald, 1998). La PGF2a es fundamental
para el inicio de la lisis del cuerpo luteo, sin embargo, aun no se sabe exactamente
como ejerce sus efectos luteoliticos, se cree que los mecanismos incluyen
vasoconstriccion, reduccion del transporte de colesterol intracelular (células luteas),
estimulacién de un influjo de leucocitos que, a su vez, secretan citoquinas capaces de
desencadenar la apoptosis de las células luteas y la remodelacion de la matriz lutea
(Weems, Weems & Randel, 2006). Este incremento de PGF2a resulta en una
disminucién en la concentracion de progesterona circulante, detectable dentro de las
primeras 4 horas, llegando a concentraciones por debajo de 1ng/ml 40 horas luego de
la liberacion inicial de PGF2a, esto hace que se elimine el bloqueo de la liberacion de
LH en la hipdfisis (Brinsko et al., 2010). La regresion morfologica del CL es un proceso
mas lento que la luteolisis funcional y ocurre mas tarde que este (Ginther et al., 2007).

Caracteristicas de una yegua en diestro

Cuando los niveles de progesterona aumentan, el edema uterino se disipa y el utero
se palpa tenso, turgente (grado 3/3) (Hayes & Ginther, 1986). En esta etapa del ciclo
estral la yegua no es receptiva al macho, mostrando actitudes como: comportamiento
agresivo hacia el macho, orejas hacia atras, patadas y agitacion de la cola de manera
irritada (Aurich., 2011).
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CARACTERISTICAS DE LAS HORMONAS NATURALES Y SINTETICAS
UTILIZADAS EN LA YEGUA

PROSTAGLANDINAS

Las prostaglandinas estan presentes en todos los tejidos animales y realizan diversas
funciones. Son quimicamente parte del grupo llamado eicosanoides derivados del
acido araquidonico. Presentan una vida media corta, debido a que la mayoria son
moléculas labiles. Participan en diversas funciones metabodlicas y enddcrinas,
procesos fisioldgicos y patolégicos, como la ovulacion, entre otros (Gonzalez y Silva,
2003). Dentro de las prostaglandinas, la prostaglandina F2a (PGF2a) y sus analogos
sintéticos son las hormonas mas utilizadas en reproduccion equina.

Prostaglandina F2a

La PGF2a se utiliza en reproduccion equina principalmente por su efecto luteolitico,
Otro uso en reproduccion equina es la induccion de la contraccion miometrial.
Existen comercialmente una prostaglandina natural (dinoprost) y sus analogos
sintéticos (clorpostenol y luprostiol) ambos utilizados en equinos.

HORMONA LIBERADORA DE GONADOTROFINAS

La hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) es un decapéptido sintetizado y
almacenado en el hipotalamo basal medio. Esta hormona establece la conexién entre
el sistema humoral y los sistemas nervioso y endocrino de tal manera que, en
respuesta a estimulos nerviosos, se liberan pulsos de GnRH al sistema porta-
hipotalamo-hipofisario estimulando a la hipdfisis a liberar LH y FSH (Hafez, Jainudeen
& Rosnina, 2004).

Debido a su corta vida media (pocos minutos hasta 2 horas) y potencia reducida, el
uso de GnRH no ofrecié resultados interesantes en la especie equina, siendo
necesarias aplicaciones repetidas por dos a tres dias, para inducir la ovulacién
(Samper, 2008). En vista a este inconveniente se destacan sus analogos que se
utilizan comunmente para inducir la ovulaciéon de forma satisfactoria en yeguas y
hembras de otras especies ya que sus inyecciones inducen un aumento de LH
preovulatorio enddgeno. Existen diferentes analogos de GnRH disponibles
comercialmente que seran descriptos en las siguientes paginas.

GONADOTROFINAS

Las gonadotropinas hipofisarias (LH y FSH) pertenecen a una familia de hormonas
glicoproteicas que también incluye la hormona estimulante de la tiroides (TSH) y la
gonadotropina coridnica equina (eCG). Estan compuestas por dos subunidades
diferentes, llamadas a y (. La subunidad a es igual en todas las hormonas
glicoproteicas, mientras que la subunidad 3 es especifica de cada hormona (Sherman
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et al., 1992). Las dos gonadotropinas hipofisarias, se sintetizan en la adenohipéfisis
después de la estimulacion causada por la GnRH.
Las hormonas esteroides también controlan la sintesis y secrecién de gonadotropinas,
mediante la retroalimentacidn negativa que ejercen los estrogenos sobre la FSH y la
retroalimentacion positiva que ejercen sobre la LH.

Gonadotrofinas recombinantes reFSH Y reLH

En los ultimos afos se ha aplicado la tecnologia recombinante para crear dos
gonadotropinas estimulantes relativamente nuevas, la reFSH y la reLH, que inducen
satisfactoriamente la superovulacion tanto en yeguas ciclicas como en yeguas en
anestro estacional (Roser y Meyers-Brown, 2019). Se han disefiado formas
quiméricas recombinantes de cada gonadotropina equina las cuales se han
modificado mediante ingenieria genética del ADN complementario (DNAc) que
codifica cada subunidad de las hormonas nativas. Estas gonadotropinas
recombinantes son moléculas de cadena unica, contrariamente a las formas nativas
que son heterodimeros. EI ADNc de cada subunidad de gonadotropina se ha
fusionado uniendo el terminal carboxi al final de la subunidad beta con el extremo
amino de la subunidad alfa a través de una extension C-terminal de la subunidad beta
de eLH (Jablonka-Shariff et al., 2007). Existen estudios que han demostrado su
eficacia en la simulacién de la ciclicidad en yeguas después de la supresion del
crecimiento folicular (Jennings et al., 2009), induccion de multiples foliculos
preovulatorios (Meyers-Brown et al., 2010) e induccion de la ovulacién (Yoon et al.,
2007). Como beneficio se puede destacar que los recombinantes monocatenarios no
estdn contaminados con otras hormonas o enfermedades pridnicas y son
bioldgicamente activos para estimular el desarrollo folicular y la ovulacion en la yegua
(Roser & Meyers-Brown, 2019).

Gonadotrofina coriénica humana (hCG)

La hCG es una glicoproteina hormonal que consta de dos cadenas de péptidos que
contiene galactosa y hexosamina. Su peso molecular es 30.000 daltons y tiene una
vida media de 8 a 12 horas. Se forma en las vellosidades coridnicas de la placenta
humana y es detectable unos pocos dias después de la concepcion solamente,
alcanzando su pico maximo alrededor de los 35 a 50 dias de gestacién (de Mestre,
Douglas, Antczak & Allen, 2011). A pesar de ser una proteina quimicamente diferente
a la LH, tiene actividad bioldgica primaria idéntica. Es utilizada en reproduccion equina
como agente inductor de la ovulacidn ya que presenta accion similar a la LH, funcion
que sera mencionada en las siguientes paginas.

Extracto de pituitaria equina (EPE)

El extracto de pituitaria equina es una preparacion parcial de gonadotropina equina la
cual se trata de un extracto crudo que contiene de 6% a 10% de LH y de 2% a 4% de
FSH. La respuesta de las yeguas ciclicas va a depender de la poblacion folicular al
comienzo del tratamiento. Se debe considerar la heterogeneidad de las muestras
disponibles ya que las mismas son retiradas de animales sacrificados en frigorificos y
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por lo tanto con diferentes concentraciones hormonales. Se utiliza con el fin de inducir
la ovulacién y en programas de superovulacion (Alvarenga, Farinasso & Rumpf, 2005).

HORMONAS ESTEROIDEAS

Las hormonas esteroideas derivan del colesterol y estan formadas por un nucleo
estructural comun. Aunque las hormonas esteroideas muestran diferentes funciones,
se diferencian entre si basicamente por el numero de atomos de carbono: un esteroide
de dieciocho atomos de carbono muestra funcion estrogénica, mientras que un
esteroide de diecinueve atomos de carbono muestra funcion androgénica y 21 atomos
de carbono muestra actividad progestagena. El colesterol, un esteroide de 27 atomos
de carbono, puede convertirse en pregnenolona (20 atomos de carbono) cuando se
escinde su cadena lateral y posteriormente se convierte en progesterona, que puede
convertirse en androgenos y estrégenos (figura 9). Todas las células que sintetizan
hormonas esteroides utilizan las mismas vias biosintéticas que difieren unicamente
por el sistema enzimatico. Las hormonas esteroides son producidas por las génadas,
los genitales son sus tejidos diana, promueven caracteristicas sexuales secundarias
y retroalimentan al hipotalamo inhibiendo los pulsos de GnRH y, por lo tanto, la LH y
la FSH (Ginther, Gastal, Gastal & Beg, 2005).

Colesterol (C27)

Pregnenolona (C21) 7-Dehidrocolesterol 7-Hidroxicolesterol

.

Progestagenos (C21)

Andrégenos (C19) Mineralocorticoides (C21) Glucocorticoides (C21)
Androsterona Aldosterona Cortisol
Testosterona Corticosterona

Estrégenos (C18)
Estradiol

Estriol

Estrona

Figura 9. Esquema de la cadena de produccion de las hormonas esteroideas. Imagen extraida y
modificada de: Colesterol. (s.f.). Miller-Keane Encyclopedia and Dictionary of Medicine, Nursing, and
Allied Health (72 ed.).
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Estrégenos (E2)

Los estrogenos son hormonas esteroideas y por lo tanto derivadas del colesterol como
se menciond anteriormente. Son producidos principalmente en el ovario y en menor
cantidad en la zona reticular de las glandulas suprarrenales. Los E2 juegan un papel
importante en la reproduccién tanto de la yegua como del padrillo. Los estrégenos han
sido tradicionalmente utilizados para la induccion del comportamiento estral en yeguas
ovariectomizadas o aciclicas. La mayoria de los estrogenos ovaricos se secretan
durante el estro, lo que promueve el comportamiento estral y los cambios
morfofuncionales del aparato reproductor. En el eje hipotalamo-hipofisario-gonadal, el
aumento de E2 cerca de la seleccion de foliculos dominantes, y en asociacion con la
inhibina producida por los foliculos, son responsables de disminuir la secrecidén de
FSH que promueve la atresia de los foliculos subordinados (Gastal, Gastal, Wiltbank
& Ginther, 1999; Bergdfelt, Gastal & Ginther, 2001). Durante el desarrollo y la
maduracion del foliculo dominante, el aumento de la secrecion de E2 muestra una
retroalimentacion positiva sobre la secrecién pulsatil de LH (Hafez & Hafez, 2003). La
LH se libera de forma pulsatil desde la hipdfisis y se une a su receptor de membrana
en las células de la teca, movilizando el colesterol a la via esteridogénica. Luego el
colesterol es convertido a pregnenolona (figura 9) (Stocco & Clarck, 1996). La
pregnenolona se convierte en androstenediona, la cual se transporta a las células de
la granulosa para convertirse en estradiol (Bruce W, 2011).

Progesterona (P4)

La progesterona es, como su nombre lo indica una hormona pro gestacional. Es
sintetizada por el CL primario y secundarios hasta alrededor del dia 150 de gestacion,
momento en el cual pasa a ser sintetizada y secretada unicamente por la union
materno fetal (placenta) hasta el dia del parto (Noakes, Parkinson, England & Arthur,
2001). La sintesis dentro de las células luteas esteroidogénicas, comienza en las
mitocondrias donde el colesterol se convierte enzimaticamente en pregnenolona que
posteriormente se transforma en progesterona. Una vez sintetizada difunde desde la
célula y entra a la circulacidon sistémica donde se distribuye por todo el cuerpo,
influyendo en la actividad de las células "diana" que contienen el receptor de P4
apropiado. La P4 es esencial para el mantenimiento de la prefez, para alterar la
funcién endometrial (Galvao et al., 2013), controlar la diferenciacion endometrial y la
respuesta inmune local para hacer que el utero sea receptivo y permitir la implantacion
del embrién (Bhurke, Bagchi & Bagchi, 2016), inhibir la contractilidad miometrial (Anbe
et al., 2007), aumentar el tono uterino y cervical, alisar el endometrio y para la
expresion de los receptores miometriales de estradiol y progesterona (Silva et al.,
2017).
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OXITOCINA

La oxitocina es una hormona peptidica, sintetizada a partir de la neurofisina en el
nucleo supraoptico del hipotalamo. Es secreta tanto a partir de fuentes neurales como
no neurales dentro del cuerpo. Hay muchas fuentes no neuronales de las que se ha
informado la sintesis de oxitocina (Morresey, 2011). Las mas importantes incluyen
células intersticiales de Leydig en testiculo, epididimo, glandulas prostaticas, cuerpo
luteo dentro del ovario, utero, oviducto, placenta y glandulas suprarrenales.

La oxitocina actua directamente sobre las células del musculo liso y provoca la
contraccion del musculo. Indirectamente estimula la sintesis de PGF2a dentro del
tracto genital femenino. Esta hormona participa en una amplia variedad de
actividades, desde la bajada de la leche, el parto, la ereccion del pene y la eyaculacion
hasta el comportamiento social, sexual y materno (Assad, Pandey, & Sharma 2016).
Sin embargo en reproduccion su efecto mas buscado es el llamado “ecbdlico™ o
contractil de la musculatura del utero, con el objetivo de provocar su evacuacion
(Ignacio F, 2018).
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TERAPIAS HORMONALES

A la particular fisiologia reproductiva que presenta la yegua, con una gran variacion
en la duracion del intervalo entre el inicio del estro y la ovulacién (Ginther et al., 1972)
y un diestro largo, se le suma que algunos parametros del ciclo estral son variables
cuando consideramos a cada yegua individualmente, hechos que dificultan el manejo
reproductivo. Por lo tanto, resulta de suma importancia para la obtencidn de mejores
resultados reproductivos, la manipulacion del ciclo estral. La terapia hormonal es una
técnica utilizada desde hace muchos afos en reproduccion equina, sin embargo, en
los ultimos afos ha tenido cierto avance en cuanto a investigacion y por lo tanto se
han probado nuevas moléculas con el fin de manipular el ciclo hormonalmente para
lograr obtener sus beneficios. Actualmente ha crecido la demanda por técnicas
reproductivas como IA, TE, FIV, OPU e ICSI, con el fin de facilitar la obtencion de un
producto genéticamente superior. Por esta razén el uso de la terapia hormonal es
imprescindible en los programas de reproduccion asistida.

Los principales usos y/o beneficios que trae la utilizacién de hormonas externas en la
hembra equina son:

-Aumento de la duracion del periodo de ciclicidad de la yegua durante el afio
-Aumento del numero de ovulaciones por ciclo

-Acortamiento del ciclo estral

-Supresién o induccion del comportamiento de estro

-Sincronizacién e induccion de ovulacion

-Preparacion del ambiente uterino para la concepcién

-Induccion del parto

-Auxilio en el tratamiento de infecciones uterinas

-Contribucion en el uso de biotecnologias reproductivas

En este trabajo nos centraremos en la manipulacion hormonal de la yegua durante el
periodo ciclico.

Es importante aclarar que el manejo hormonal no se considera efectivo cuando existe
un desequilibrio entre los factores que se pueden encontrar en la cria de equinos,
como son la nutricion, el manejo, el bienestar y la salud. Por tanto, es fundamental
tener en cuenta que se debe administrar una alimentacion adecuada en cada etapa
de crecimiento ya que esto nos lleva a obtener un rendimiento de calidad durante los
ciclos reproductivos de las yeguas. También un manejo adecuado con ausencia de
estrés recurrente, ambiente apropiado y sanidad controlada para que las terapias
hormonales en la reproduccidn tengan excelentes resultados.

INDUCCION DE LA OVULACION

La especie equina presenta una gran variacion en la duracién del estro o intervalo
entre el inicio del estro y la ovulacion (Ginther, Whitmore & Squires, 1972), por esta
razon es rutinaria la manipulacion hormonal tratando de tener una hora mas exacta
del momento de la ovulacién. El uso de farmacos inductores de la ovulacién permite
que la gran mayoria de las yeguas ovule de forma sincronizada, dentro de un periodo
predeterminado, reduciendo asi el numero de evaluaciones reproductivas y mano de
obra por parte del profesional, y se obtienen mayores tasas de concepcion al depositar
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el semen en el tracto reproductivo de la yegua préximo a la ovulacion (Woods, Bergfelt
& Ginther, 1990). Las yeguas que presentan edema endometrial y cuello uterino
relajado (Samper, 2008), y cuyo foliculo dominante mide a partir de 30 a 35 mm son
consideradas como candidatas ideales para la induccion de la ovulacion para fines
como monta dirigida o inseminacion (McCue, Farquhar, Carnevale & Squires, 2002;
McCue, Hudson, Brummer & Squires, 2004; Carnevale, Coutinho Da Silva, Panzani,
Stokes & Squires, 2005),

La ovulacion en las yeguas ocurre en promedio 75 horas después de que un foliculo
alcanza los 35 mm de diametro (Silva et al., 2016), y dicho periodo puede acortarse a
36-48 horas mediante inductores de ovulacion. La inducciéon de la ovulacion es
ampliamente empleada cuando el semen a utilizar es limitado, proviene de un padrillo
muy solicitado, es refrigerado o criopreservado y/o sera utilizado en yeguas sensibles
a la endometritis persistente post cobertura, en las cuales se debe realizar solamente
una inseminacion por ciclo (McCue, 2003).

AGENTES INDUCTORES DE LA OVULACION

Existen relatos del empleo de agentes inductores de la ovulacion desde hace
aproximadamente cinco décadas (Loy & Hughes, 1966). Se han probado varios
agentes inductores, obteniendo diferente resultados, entre los que se mencionan:
extracto de pituitaria equina (EPE), LH equina recombinante (reLH), GnRH y sus
analogos: buserelina, deslorelina, histerelina, fertilirina, lecirelina y triptorelina. Sin
embargo, segun Farias, Neves, Fiala Rechsteiner & Tarouco, (2016) la hCG y los
analogos de la GnRH como el acetato de deslorelina o histerelina son las hormonas
mas utilizadas para la induccién de la ovulacion en yeguas.

Gonadotropina coriénica humana (hCG)

La hCG es una proteina la cual tiene una vida media de 8 a 12 horas. Se forma en las
vellosidades coridnicas de la placenta humana. La hCG fue la primera hormona
utilizada para inducir la ovulacién en yeguas y es la mas utilizada, debido a las
similitudes en la estructura molecular con la LH, y la unién de la hCG a sus receptores.
Ademas, se ha asumido que las propiedades inductoras de la ovulacién de la hCG en
las yeguas son el resultado de un efecto directo que imita los mecanismos del aumento
de LH endogena (Wilson, Downie, Hughes & Roser, 1990). Esta hormona induce la
ovulacion de forma eficaz en yeguas que presentan foliculos mayores de 35 mmy la
misma ocurre en un periodo de 24 a 48 horas post administracion (Newcombe, 2011).
En un estudio realizado por Brugmans A, en 1997 en el cual se administré 1500 Ul I/V
a yeguas que presentaban foliculos de 35 a 40 mm, obtuvieron que el 91% de las
yeguas ovulaba entre 24 a 48 horas. Posteriormente Barbacini, Zavaglia, Gulden,
Marchi & Necchi, (2000) informaron que solo el 76% de las yeguas ovularon en un
periodo de 25 a 48 horas, las mismas eran tratadas con 2000 Ul I/V cuando era
detectado un foliculo de 35 mm o mas. Samper, Jensen, Sergeant & Estrada, (2002)
informaron en su investigacion que el 83,3% de las yeguas tratadas con hCG con un
foliculo de mas de 30 mm de diametro ovularon en 48 horas, y en 96 horas el 100%
de las yeguas habian ovulado. Aunque los informes varian, generalmente se acepta
que si se administra apropiadamente, la hCG puede inducir la ovulacion en la mayoria
de las yeguas en un periodo de 36 a 48 h después del tratamiento (McCue, Ferris &
Burden, 2014). Por lo tanto el uso de esta hormona tiene como ventaja que asegura
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la ovulacion en un alto porcentaje de yeguas en una ventana de tiempo determinada.
Cuando se administra hCG, hay que destacar que la ovulacion de foliculos que ya
estan destinados a ovular dentro de las 0-36 horas posteriores al tratamiento puede
no acelerarse. (Newcombe, 2011). Ademas, es importante mencionar que la hCG no
inducira la ovulacién de foliculos atrésicos, que son los que comunmente se
encuentran en la transicién de primavera, pero también se puede encontrar en yeguas
ciclicas en el celo temprano o medio. Estos ultimos son foliculos que se han
desarrollado con diametros casi preovulatorios durante el diestro, pero se vuelven
atrésicos en la luteolisis o justo después de la misma (Newcombe, 2011). Se debe
tener en cuenta que repetidas aplicaciones en una misma estaciéon de monta puede
no tener el efecto deseado, ya que el hCG es una glicoproteina que el organismo
detecta como un antigeno y por lo tanto produce anticuerpos contra dicha molécula
(Bartoli, 2009). Por esta razén McCue et al., (2004) recomiendan utilizar el hCG
solamente en dos ciclos estrales en cada estacién reproductiva, debiendo substituirlo
por otros inductores en las siguientes.

Para que ocurra la ovulacién es necesario aplicar solamente una dosis, la cual varia
entre 1000 a 5000 unidades internacionales (Ul). Esta hormona esta disponible
comercialmente en Uruguay (CHORULON Intervet UK Ltd) como una preparacion
liofilizada, la cual se pretende que el polvo se re suspenda inmediatamente antes de
la administracion y sea desechado después 24 horas. Los fabricantes de Chorulon
sugieren dosis de 1500 o 3000 Ul independientemente del peso corporal.

GnRH y sus analogos

La GnRH, como fue mencionado anteriormente, no ofrecidé buenos resultados en la
especie equina debido a su corta vida media, que varia desde unos pocos minutos a
dos horas, siendo necesarias aplicaciones repetidas por dos a tres dias, para inducir
la ovulacion (Samper, 2008). Por esta razén se hizo habitual el uso de sus analogos
sintéticos como, por ejemplo: el acetato de deslorelina que de acuerdo con Padua
(2005), parece ser aproximadamente 100 veces mas potente que la GnRH.

En principio fue desarrollado un implante para la induccién de la ovulaciéon que
contenia 2,1 mg de acetato de deslorelina (OvuplantTM, Peptide Technologies,
Sydney, Australia). Inicialmente, el implante se insert6 debajo de la piel en el area de
la tabla del cuello por debajo de la crin, posteriormente se colocé debajo de la mucosa
del labio vulvar (Brinsko et al., 2010) Aunque el implante ya no esta disponible en EE.
UU., se utiliza con frecuencia en otros paises que si esta disponible (Squires, 2011).
Los implantes tienen como inconvenientes su aplicacion y la necesidad de retirarlos
una vez establecida la ovulacion. En el caso que el mismo no sea retirado 48 horas
luego de su colocacion, algunas yeguas pueden presentar intervalos interovulatorios
prolongados, con atraso en el retorno al estro (Henderson, Brama, Osborne, y
Beltman, 2012), debido a una reduccion de la sensibilidad de GnRH (Johnson,
Thompson & Cartmill, 2002).

El acetato de deslorelina (AD) tiene como ventaja que su uso repetido no disminuye
su eficacia (Ferris, Hatzel, Lindholm, Scofield & McCue, 2012). En un estudio realizado
por Melo et al. (2012) utilizando 1 mg de acetato de deslorelina de liberacion lenta por
via intramuscular (1.M.) observaron ovulaciones de foliculos = 35 mm en 79,3% de las
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yeguas entre 24 y 48 horas luego de su aplicacion, siendo el periodo medio observado
de 38,9 horas, similar a los demas estudios encontrados en la literatura de 40,8 horas
(Fleury, Alonso, Alvarenga & Douglas, 2004), 41,4 horas (Ferris et al., 2012) y 40,1
horas (Boakari, 2014). En un estudio reciente realizado por Herrera et al., (2018)
utilizando una dosis de 0,75 mg de acetato de deslorelina intra muscular (IM) se obtuvo
una tasa de ovulacién de 100% hasta 48 horas post aplicacion. A pesar de que sus
ovulaciones ocurren aproximadamente cuatro horas después, comparado con yeguas
tratadas con hCG (McCue, Ferris & Burden, 2014), el acetato de deslorelina demostro
ser igualmente eficaz en la induccion y sincronizacién de la ovulacion, reduciendo la
duracion del estro y estimulando la ovulacién de foliculos pre ovulatorios menores
(Cuervo-Arango & Newcombe, 2008). El tratamiento con formulaciones inyectables de
acetato de deslorelina estimula una rapida elevacion de las concentraciones
plasmaticas de LH, detectables pasados 30 (Ingwerson, 2007) y 60 minutos (Boakari,
2014), llegando al pico plasmatico siete a ocho horas post administracion (Donadeu,
1997; Boakari, 2014). Este ultimo autor comprob6 que los niveles plasmaticos de LH
fueron superiores a los del control en las siguientes seis horas luego de la ovulacion
en animales inducidos con 1,5 mg de acetato de deslorelina (IM).

Ademas del acetato de deslorelina, hay otros analogos de GnRH también son usados
con este objetivo. Newcombe & Cuervo-Arango, (2016) demostraron en su
investigacion que al administrar una dosis unica de 0,5 mg (IM) de buserelina
(buserelina Zoovet) fue eficiente para inducir la ovulacion en 82,6% de las yeguas
tratadas. También fue observada la ovulacion 48 horas post administracion de
fertilirina (Fertigen, Virbac) a una dosis de 100 mcg en 90 % de las yeguas (Santos et
al., 2008) y en el 100 % las yeguas tratadas con dos dosis (100 mcg) de lecirelina
(Dalmarelin, Fatro) con intervalo de 12 horas (Awan, Mehmood, Muhammad, Sattar &
Ahmad, 2016).

Una investigacion reciente confirmo que el acetato de triptorelina (Decapeptyl NDH,
IPSEN) a la dosis de 0,1 mg indujo la ovulacion del 9,7% de las yeguas en las primeras
0-24 horas y 84,7% de las yeguas en las 24-48 horas posteriores al tratamiento
(Dordas et al., 2020).

La histrelina otro analogo de GnRH, es capaz de inducir y sincronizar las ovulaciones
en yeguas a las dosis de 1,0, 0,5y 0,25 mg (I.M.) dentro de las 48 horas posteriores
a tratamiento (Voge, Sudderth, Callahan, Hansen & LeBlanc, 2012; Kiser et al., 2013).
Estos autores reafirman la capacidad de este analogo de inducir la ovulacion al inicio
de la estacidon reproductiva cuando es sabido que las concentraciones de LH son
menores.
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Acetato de deslorelina 1 mg (IM de liberacion 79,3% (24-48 hs) (Ferris et al., 2012).

lenta) media 38,9 hs
Acetato de deslorelina 0,75 mg (IM) 100 % (24-48 hs) (Herrera et al., 2018)
Acetato Buserelina 0,5 mg (IM) 82,6% (24-48 hs) (Newcombe y Cuervo-Arango, 2016)
Acetato Fertilirina 100 mcg (IM) 90% (12-48 hs) (Santos et al., 2008)
Acetato de Lecirelina 100 mcg 2 dosis ¢/12 hs 100 % (24-48 hs) (Awan et al., 2016)
(IM)
Acetato de triptorelina 0,1 mg (IM) 84,7% (24-48 hs) (Dordas et al., 2020)
Acetato de histrelina 0,25 mg (IM) 88% (24-48 hs) (Kiser et al., 2013)

Figura 10. Cuadro comparativo de los diferentes analogos de GnRH estudiados en
los ultimos afos.

Actualmente en Uruguay existen solamente dos analogos de GnRH de los
anteriormente mencionados disponibles comercialmente. Uno de ellos es el acetato
de buserelina (Gonaxal, Biogénesis Bagd) el mismo es administrado de forma
intramuscular profunda (aunque puede usarse endovenosa y subcutanea como vias
alternativas) a un volumen de 10 ml/yegua, lo que equivale a 0,042 mg de
buserelina/yegua, el laboratorio indica administrarla 6 horas antes de realizar el
servicio o inseminacion artificial, aplicando el producto por la mafana y realizando el
servicio por la tarde. El laboratorio no especifica el tiempo esperado de ovulacién. Por
otro lado, Lecirelilna (Dalmarelin, Fatro Fedagro) el cual esta indicado para equinos a
la dosis de 4 ml.

Combinacién de hCG y analogos de GnRH

En un estudio realizado por Segabinazzi, Oba & Alvarenga, (2021) el cual tuvo como
objetivo probar si la combinacion de hCG y acetato de deslorelina podrian acelerar la
ovulacion en las yeguas o ser mas eficientes en la induccién de la ovulacion
comparado a cuando son utilizadas solas. Dichos autores concluyeron que el intervalo
medio entre la administracion de un agente inductor de la ovulacion y la ovulacion fue
similar (P > 0,05) entre hCG (39,4 + 2,7 horas), GnRH (42,5 + 2,9 horas) y ambas
hormonas combinadas hCG+GnRH (40,2 + 3,3 horas).

Extracto de hipofisis equina (EPE)
Ademas del uso de hCG y analogos de GnRH, otra alternativa seria el uso del extracto
de pituitaria equina (EPE) la cual es una hormona producida a partir de la hipd&fisis de

equinos recién sacrificados, razon por la cual tiene concentraciones variables de LH y
FSH (Greco, 2010). La LH presente en EPE actua de manera similar a la hCG para
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inducir la ovulacién, sin el inconveniente de la formacién de anticuerpos. También se
puede administrar EPE a yeguas aciclicas para adelantar el inicio de la temporada de
reproduccion (Squires, Carnevale, McCue & Bruemmer 2003). Duchamp, Bour,
Combarnous & Palmer (1987), demostraron que una dosis de 50 mg |.V de EPE fue
eficiente para inducir la ovulacion en 86% de las yeguas, siendo que a la dosis de 25
mg indujo la ovulacion en el 57% de ellas. En otra investigacion mas reciente publicada
por Melo et al., (2012) informaron que EPE a una dosis de 10 mg I.V adelanta el tiempo
de ovulacion en aproximadamente 4 horas en relaciéon al acetato de deslorelina
(analogo de GnRH), y que el uso de 5 mg de EPE demostré ser tan eficiente como el
de 10 mg en la induccion de la ovulacion. Sin embargo, no esta disponible
comercialmente y su uso se ha limitado a condiciones experimentales.

INDUCCION DE LA LUTEOLISIS

Una vez finalizada la ovulacion se forma el cuerpo luteo, el cual suele ser funcional
durante 14 a 15 dias en las yeguas no prefadas, luego se produce la lutedlisis como
resultado de la liberacion de prostaglandinas por el endometrio. Con la finalidad de
acortar la fase lutea, para adelantar el inicio del siguiente ciclo, se utilizan
prostaglandina F2a y sus analogos. Sin embargo, para que las prostaglandinas en
dosis unica terminen eficazmente la fase lutea, debe estar presente un CL maduro
que responda a las mismas. Por lo tanto, una alta proporcion de yeguas con ciclo
normal, el cuerpo luteo no responde a una sola inyeccion de PGF2a hasta el dia 5
después de la ovulacion (Allen & Rowson 1973).

En investigaciones recientes se ha demostrado que la administracion de dosis
seriadas de PGF2a (dinoprost) inmediatamente después de la ovulacion puede
prevenir de forma eficaz la funcion del CL y consecuente esteroidogenesis. Por lo
tanto, es un enfoque novedoso para inducir la antiluteogénesis, ya que podria usarse
clinicamente para casos puntuales en los que las yeguas pueden beneficiarse de la
prevencion inmediata de la formacion lutea en un intento de inducir el estro y la
ovulacion (Coffman et al., 2014).

En promedio, las yeguas regresan al estro 2 a 3 dias luego de la administracion de
PG, mientras que la ovulacion ocurre de 4 a 6 dias después. Este intervalo varia
debido a que el momento de la ovulacién dependera del tamafo de los foliculos
presentes en el ovario al momento de la administracion de la PG (Loy, Buell,
Stevenson & Hamm, 1979).

Prostaglandina F2a y analogos

Los productos comerciales pueden proporcionar PGF2a natural, como es el dinoprost
trometamina, o un analogo sintético, cloprostenol. Las dosis lutedliticas recomendadas
para dinoprost trometamina varian entre 5 a 10 mg IM, mientas que para cloprostenol
son 250 ug I.M (Stout Tom, 2011). La PGF2a natural o sus analogos tienen una vida
media corta, pero cuando son administradas en bolos tiene efectos significativos
(Staempfli, 2011). Aunque la prostaglandina F2a se puede administrar por via
intramuscular (IM), intravenosa (IV), intrauterina (IU) o intralutea, se prefiere la via
intramuscular, ya que combina la practicidad con menores efectos secundarios.
Dichos efectos se observan en aproximadamente el 10% de las yeguas pocos minutos
después de su administracidon y los signos mas frecuentes son: sudoracion,
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taquicardia, trastornos abdominales, incoordinacion motora y postracion (Faria &
Gradela, 2010).

En nuestro pais contamos con 3 opciones disponibles comercialmente de D-
cloprostenol: Veteglan (Calier), Dalmaprost (Fatro Fedagro), sincromic (Microsules) a
la dosis de 1 ml/lyegua que equivale a 75 ug/yegua y Estrumate (MSD) a la dosis de
0,1 a 0,25 mg lo que equivale a 0,5 a 1 ml/yegua. También se encuentra disponible
dinoprost trometamina: Lutalyse (Zoetis) el cual se administra via IM o subcutanea a
una dosis de 5 mg de dinoprost (1 ml de Lutalyse) Las cinco presentaciones estan
indicadas para equinos.

D-cloprostenol | Laboratorio Dosis (mg) Dosis (ml)
(PG sintética)
Veteglan Calier 75 uglyegua 1 ml
Dalmaprost Fatro 75 ug/yegua 1 ml
Fedagro
Sincromic Microsules 75 ug/yegua 1ml
Estrumate MSD 0,1a0,25 0,5a1ml
mg/yegua
Dinoprost
trometamina
Lutalyse Zoetis 5 mg/yegua 1 ml

Figura 11. Cuadro comparativo de las diferentes prostaglandinas y analogos
presentes comercialmente en nuestro pais.

Lisis de un cuerpo luteo persistente

El cuerpo luteo que no retrocede en el tiempo normal post-ovulacion se considera
patolégicamente persistente. La fase lutea persistente puede durar de 2 a 3 meses,
tiempo durante el cual la yegua no expresa conducta de estro (Stout Tom, 2011).
Independientemente de la causa del estado luteo persistente, la administracion de una
sola dosis intramuscular de dinoprost trometamina (5-10 mg) o cloprostenol (250 ug)
provocaran la lutedlisis y posterior estro en mas del 80% de casos (Irvine, 1993). Otro
analogo de la prostaglandina utilizado con este fin es el luprostiol, el cual a una dosis
unica de 7,5 mg/kg provoca la lisis del CL y el animal mostrara conducta de estro 5
dias post administracion (Kuhl, Aurich & Aurich, 2017).

PROTOCOLOS DE SINCRONIZACION DEL ESTRO Y OVULACION

En reproduccidn asistida, se utiliza las hormonas para sincronizacion de donantes con
receptoras en programas de TE, para inseminacién con semen congelado post
ovulacion, asi como también sincronizar y predecir el momento de la ovulacion
disminuyendo la mano de obra y costos de envio en el caso de semen refrigerado.
Ademas, es fundamental en el manejo de ciertas yeguas que deben tener una
inseminacion unica cronometrada cerca de la ovulacion debido a su tendencia a
desarrollar endometritis pos servicio (Malschitzky, Mascarenhas, Macedo &_Costa
Mattos, 2007).
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Los protocolos completos abarcan el uso de hormonas para simular una fase lutea y
detener el desarrollo folicular por un periodo determinado (progesterona,
progestagenos, y estradiol), el cual termina en un momento concreto con el fin de
iniciar una nueva onda folicular al eliminar el bloqueo. Pueden combinarse con la
administracién de PG para inducir lutedlisis de cualquier estructura lutea remanente,
posterior a eso se utilizan inductores de la ovulacion. (Almeida, Gongalves, Paes &
Alvarenga, 2001).

Progestagenos

Los progestagenos exogenos se utilizan comunmente en los programas de
sincronizacion del estro para alargar la fase lutea, dando como resultado una
inhibicion del desarrollo folicular. Las formas de presentacion mas comunmente
utilizadas son la progesterona natural oleosa y el altrenogest oral (progestageno
sintético). La progesterona o el alternogest administrados solos o en combinacion con
17B-estradiol alargaran eficazmente la fase lutea indefinidamente hasta que se
interrumpa su administracion (Pinto, 2011)

Cuando se utiliza progestagenos para la sincronizacion del estro las dosis
recomendables son: de altrenogest 0,044 mg/kg cada 24 horas por via oral, o de
progesterona oleosa 150 mg/dia IM. Ambos se utilizan durante 10 dias, en
combinacion con la administracion de una dosis de PGF2a el ultimo dia de tratamiento
con progestagenos para lisar cualquier CL presente que esté produciendo P4
endogena. Tratamientos mas cortos de altrenogest o P4 y E2 durante 7 u 8 dias
también se han utilizado con éxito (Pinto, 2011). La utilizacion de dispositivos
intravaginales de uso bovino conteniendo P4 es frecuente en equinos, principalmente
en paises vecinos como Brasil y Argentina. En un trabajo realizado por Wilde, Vega y
Cruz (2002) en el cual se utilizdé un dispositivo intravaginal de uso bovino (PRID) que
contenia 1,55 g de progesterona, el mismo se mantuvo por 12 dias y luego de retirado
se observo que todas las yeguas presentaron comportamiento de estro en un periodo
de 24-72 horas. En un estudio posterior realizado Bianchi, Guerrero, Dorna, Cavilla 'y
Aba (2011) utilizando un dispositivo intravaginal conteniendo 1,38 g de P4 durante 8
dias, obtuvieron que el dispositivo indujo concentraciones plasmaticas de
progesterona superiores a 2,1 ng/ml durante su exposicion, también se observo la
presencia de un foliculo ovulatorio entre el retiro del dispositivo y 5 dias posteriores.
Cabe senalar que el uso de tal dispositivo puede provocar una secrecion vaginal, sin
embargo, es utilizado muchas veces por ser mas economico que el alternogest.
También existen dispositivos intravaginales de progesterona fabricados para equinos
(Cue-mare) los cuales contienen 1,72 g de P4 (Hanlon & Firth 2012) pero en Uruguay
no estan disponibles aun.

En nuestro pais se cuenta con Progesterona Rio de Janeiro (Leon Pharma) la cual
esta indicada su administracién por el fabricante una vez al dia a la dosis de 2 a 4
ml/yegua. Por otro lado, se cuenta con clormadinona (Ripol) (progestageno sintético)
el cual debe ser administrado a una dosis de 120 mg lo que equivale a 12 ml de
solucion via IM. El laboratorio no especifica cada cuanto se administra. Ambas estan
indicadas para la especie equina.
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Combinacion de Progesterona y estradiol

Para mejorar la sincronizacién del celo en yeguas se puede administrar una
combinacion de progesterona y estrogeno, en lugar de progesterona sola. El efecto
combinado de las dos hormonas proporciona una retroalimentacion negativa mas
profunda sobre la liberacion de gonadotropinas que la progesterona sola, lo que da
como resultado una inhibicibn mas uniforme del desarrollo folicular. Cuando se
suspende la terapia con progesterona/estrogenos exdgenos, hay menos diversidad
en la maduracion folicular y la fecha en que ocurre la ovulacién puede sincronizarse
mas estrechamente. El protocolo recomendado incluye inyecciones intramusculares
de progesterona (150 mg) combinada con 17B-estradiol (10 mg) oleoso durante 10
dias consecutivos con una sola inyeccidon de PGF2a administrada el décimo dia de
tratamiento (Loy R, 1980). En un estudio realizado por Bristol, Jacobs & Pawlyshyn
(1983) en el cual utilizaron el protocolo anteriormente mencionado obtuvieron 94,7 %
de ovulaciones en los 10 a 16 dias luego de finalizado el tratamiento.

Para adelantar la primera ovulacion y asi acortar la fase transicional en yeguas,
Newcombe, (2002) utilizé dispositivos intravaginales liberadores de progesterona
(PRID) conteniendo 1,55 g de progesterona y 10 mg de 17B-estradiol durante una
media de 10,9 dias, posteriormente fueron retirados. La ovulacidn ocurrié en una
media de 6,6 dias luego de retirado el dispositivo (rango, 2-18 dias) en el 92% de las
yeguas. Cabe destacar que en el trabajo anteriormente mencionado no se utilizaron
inductores de la ovulacion. Ademas, dicho autor comunicé que el uso de estos
dispositivos tuvo como desventajas malestar y vaginitis en las yeguas tratadas. Sin
embargo, Oliveira Filho, Daneze, D'Auria & Schutzer, (2012) utilizaron un dispositivo
de P4 y E2 intravaginal en 10 yeguas en anestro, obteniendo un 80% de eficacia sin
reacciones adversas en sus animales.

Otro estudio reciente realizado por Macedo & Reis (2020) el cual se esquematiza a
continuacion, tuvo como objetivo evaluar un protocolo de sincronizacion hormonal
basado en P4 / E2 en yeguas durante la temporada ciclica y no ciclica sobre el
comportamiento ovarico / folicular. Los resultados obtenidos en dicho estudio fueron
una tasa de ovulacion del 88% en yeguas ciclicas y 60% en yeguas en anestro.

BE BE + PGF2a GnRH

Dispositivo P4

US 24/24 horas [ )
DO D9 Foliculo235mm  Ovulacion

Figura 12. Disefio experimental realizado por Macedo & Reis (2020) de la combinacién de P4 y E2. Dia 0 (D0),
insercion de un dispositivo intravaginal de liberacion lenta que contenia 1 g de progesterona (P4) en combinacion
con la administracion de 7 mg de Benzoato de Estradiol (BE) IM. El dia 9 (D9), se retir6 el dispositivo intravaginal
y se inyectd al animal con 0,25 mg de cloprostenol sédico IM y 2 mg de BE IM. El comportamiento folicular se
evalu6 mediante ecografia transrectal diaria (24/24 h) desde el DO hasta la ovulacion. Cuando el foliculo dominante
midi6 al menos 35 mm, las hembras recibieron una inyeccion de 0,25 mg de acetato de gonadorelina IM.
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Prostaglandina F2a y sus analogos

El objetivo de la utilizacidén de la PGF2a y sus analogos en la sincronizacion del estro
y ovulacion es sincronizar un grupo de yeguas para servicios en los cuales los padrillos
deben ser utilizados en determinado tiempo o momento. Por esta razon se busca que
el mayor numero de yeguas este en estro en dicho momento. (Hafez & Hafez, 2004)

Se ha descripto que la administracién de dos dosis de prostaglandina con 14 dias de
diferencia provoca la sincronizacion y ovulacion de yeguas en un determinado rango
de tiempo, la cual ocurre en promedio de 7 a 10 dias después de la segunda inyeccion
(Stout Tom, 2011).

SUPRESION DEL ESTRO

Muchos motivos pueden llevar a propietarios, entrenadores, cabaferos a querer
suprimir el comportamiento de estro en animales que no van a ser destinados a la
reproduccion, por el hecho de que la yegua en ese periodo puede comportarse de
manera que interfiera con el manejo, el entrenamiento y la competencia. Por tal motivo
se recurre al uso de hormonas. Segun Vanderwall, (2013) en una encuesta de mas
de 750 veterinarios, aproximadamente el 90% tenia la impresion clinica de que el ciclo
estral afectaba el desempeno de las yeguas, y el signo clinico que relataban con
mayor frecuencia era el cambio de actitud, ademas de sacudir la cola, presentar
dificultad para entrenar, orinar en exceso, patear y una disminucion en el rendimiento.

Progesterona

La administracion intramuscular diaria de 100 mg de progesterona natural oleosa (0,2
mg/kg) suprime eficazmente los signos de estro en las yeguas (Loy & Swan, 1966);
sin embargo, la necesidad de administracion diaria y el posible dolor en el lugar de la
inyeccion son limitaciones para su uso. La administracion intramuscular de una
formulacion compuesta de progesterona natural de larga accion que contiene una
dosis total de 1,5 g de progesterona mantendra los niveles de progesterona en sangre
por encima de 1,0 ng/ml durante aproximadamente 10 dias (Vanderwall, Marquardt &
Woods 2007), lo que seria un nivel de P4 suficiente para bloquear el comportamiento
estral (Loy & Swan, 1966) sin embargo, la posibilidad de dolor en el lugar de la
inyeccion es una limitante para su uso, especialmente en animales deportivos.

Altrenogest

El altrenogest es una progestina sintética que se utiliza con frecuencia en
reproduccion equina con el fin de suprimir el comportamiento estral. La administraciéon
oral diaria de altrenogest a una dosis de 0,044 mg / kg es muy eficaz para suprimir el
estro en yeguas (Squires et al., 1979).

En un estudio comparativo realizado por Storer, Thompson, Gilley & Burns (2009) en
el cual se evaluaron diferentes formulaciones de altrenogest, informaron que la
formulacion de 500 mg de altrenogest encapsulado en micro particulas de lactido-
glicdlido la cual fue disefiada para liberar aproximadamente 16,6 mg/dia inhibi6 la
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aparicion del estro en al menos 33 dias y altrenogest (450 mg) en un vehiculo de
liberacion prolongada (LA 150, 3 ml) inhibi6 el inicio del estro durante
aproximadamente 15 dias.

Con respecto a esta progestina en nuestro pais existe la desventaja de que no siempre
se encuentra disponible comercialmente, ademas de que tiene un alto costo.

Oxitocina

La administracion de 60 Ul de oxitocina por via intramuscular una vez al dia en los
dias 7 (u 8) a 14 después de la ovulacion induce una funcién del CL prolongada en el
60% de las yeguas tratadas, y la misma dosis dos veces al dia, induce una funcion
aun mas prolongada del CL (50 dias) en el 70% de las yeguas lo que puede suprimir
el comportamiento estral durante aproximadamente 2 meses (Vanderwall, Parkinson
& Rigas 2016).

INDUCCION DE COMPORTAMIENTO DE ESTRO
Estrégeno (E2)

Estudios recientes en yeguas han demostrado que la administracion de una dosis
unica de 2,5 mg de benzoato de estradiol a yeguas en anestro produce una
concentracion de estrégenos similar a la encontrada en las yeguas ciclicas (Silva et
al., 2016). Por lo general, la aparicion de signos de comportamiento de estro ocurre
de 4 a 12 horas después de la administracion lo cual es interesante cuando se quiere
usar una yegua como "maniqui" para la recoleccion de semen, dicha actitud de estro
dura por periodos de tiempo variables dependiendo del producto utilizado (48 horas a
2 semanas). El cipionato de estradiol ha sido utilizado en dosis que varian de 1 a 3
mg |.M y 17B-estradiol en dosis de 0,5 a 1 mg |.M para este proposito. El 173-estradiol
administrado a yeguas en anestro u ovariectomizadas producira un comportamiento
estral tan temprano como 4 horas luego del tratamiento. Cabe destacar que Incluso
con dosis altas (10 a 20 mg) el estradiol no producira un comportamiento estral en
yeguas si el tejido luteo (progesterona igual o mayor de 1 ng/mL) esta presente
(Tibary, 2011).

Situacion del uso de 17B-estradiol en Uruguay

Se establecio por resolucion ministerial N° 389 de 22 de abril de 2010, que los
productos veterinarios formulados en base a Estradiol, quedarian limitados a la
comercializacién, uso y tenencia unicamente por médicos veterinarios, mediante
receta profesional. Posteriormente en el Reglamento de Ejecucion (UE) CE 2016/1832
de 17 de octubre de 2016, en su Anexo lll, exigié para terceros paises exportadores
de carne equina hacia la Unidn Europea, la prohibicion de suministro de Estradiol 17
Beta y sus derivados. La fundamentacion de dicha prohibicion se basé en que su uso
indiscriminado constituye un factor de alto riesgo para la salud humana y animal,
teniendo en cuenta que nuestro pais exporta la carne equina en su totalidad, y por lo
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tanto debe asegurar a los mercados compradores la inocuidad de los mismos. Luego
en el ano 2017 se establecié en la resolucion DGSG/N° 140A/017 que continuaria
prohibido el uso y comercializacién de 173-estradiol en la especie equina. En enero
de 2021 en la resolucién DGSG/N° 269/020 se suspende la importacion, elaboracién
para uso interno, comercializacion, tenencia y uso del estradiol en la especie bovina y
ovina, ademas de la equina que continuaria prohibida. En un principio la prohibicion
ocurrio porque dicha hormona era utilizada como promotor de crecimiento, sin
embargo, luego se extendié también a su utilizacién en el control ovarico. En 2021
existio un gran impacto sobre la produccion ganadera, ya que esta hormona era
utilizada con frecuencia en protocolos de inseminacion a tiempo fijo (IATF) en los
cuales se obtenian muy buenos resultados lo que indujo a que se buscaran nuevas
alternativas sin su uso.

Segun Menchaca, (2021) una estrategia para la especie bovina que facilitaria la
solucién de dicha prohibicion es asociarlo a un sistema de trazabilidad confiable en
conjunto con un sistema de trazabilidad de medicamentos veterinarios que permita la
farmacovigilancia del estradiol, sin embargo, dicha estrategia no podria utilizarse en
la especie equina debido a que no existe trazabilidad en la misma.

Alternativas como llevar un registro de los animales que recibieron dicha hormona y
exceptuarlos de ir a frigorifico podrian ser una solucién.

En cuanto al uso de Estradiol en reproduccién equina, por ejemplo, para la induccion
del estro para la colecta de semen de padrillos, no existe una alternativa hormonal
homologa. La unica posibilidad es la lutedlisis e induccion del celo mediante
prostaglandinas, o la antiluoteogénesis mediante inyecciones repetidas de
prostaglandina en los dias siguientes a la ovulacién (Coffman et al., 2014). Pero contar
siempre con una yegua en estro, y que la misma sea docil y acostumbrada a la
maniobra de colecta de semen, ya sea por estar en estro naturalmente, o inducido
mediante lutedlisis por prostaglandinas, es un desafio. Ademas, el uso reiterado de
prostaglandinas puede predisponer a la formacion de foliculos hemorragicos
anovulatorios (Cuervo-Arango & Newcombe, 2010). Hay otras alternativas como
puede ser recolectar orina de yeguas en estro y almacenarla para luego utilizarla como
estimulo para colectar padrillos con un maniqui.

En el caso de la utilizacion combinada con P4 con el fin de prolongar la fase lutea, no
habria problema en eliminar el uso de estradiol, ya que la P4 sola también tiene
buenos resultados.

INDUCCION DE CONTRACTILIDAD UTERINA

La contractilidad del utero es esencial para la limpieza uterina posterior al servicio o
inseminacion, el parto y la expulsién de las membranas fetales. El fallo en cualquiera
de estos procesos puede conducir a una endometritis persistente y una ineficiencia
reproductiva. Se espera una endometritis transitoria leve post servicio y una respuesta
inflamatoria normal que esta controlada por mecanismos de limpieza uterina, sin
embargo, cuando existe una persistencia de la misma se retienen liquidos lo que
interfiere con la fertilidad. El liquido intrauterino es uno de los signos mas precisos de
endometritis y puede estar provocado por una falla en la contractilidad uterina
(Melrose, Walker & Douglas, 1986), lo que explica por qué los agentes ecbolicos se
utilizan ampliamente en los programas de reproduccion asistida en yeguas.
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Agentes ecbdlicos

Estas hormonas estimulan la contractilidad del miometrio, optimizando la eliminacion
de los residuos remanentes en el utero. Ademas, ayudan a drenar el utero de los
animales que tienen dificultades para expulsar el contenido uterino.

Oxitocina

La oxitocina es el farmaco ecbdlico de eleccidén para la reproduccion, ya que induce
contracciones uterinas de gran amplitud durante un periodo de aproximadamente 30
minutos durante el estro y dentro de las 48 horas posteriores a la ovulacion (LeBlanc,
Neuwirth, Mauragis, Klapstein & Tran, 1994). La otra forma en que actua la oxitocina
es unirse directamente a los receptores miometriales y, por lo tanto, promueve la
liberacion de prostaglandina F2 alfa que también estimula la contractilidad uterina. Los
receptores de oxitocina en el miometrio y en el oviducto de las yeguas estan presentes
en mayor numero durante el final del diestro y en el estro (Rigby et al., 1999) por esta
razon su efecto disminuye después de la ovulacidn, ya que el numero de receptores
varia segun la fase del ciclo estral, (mayor en la fase estrogénica y menor en la fase
post-ovulatoria). La mayoria de las yeguas responden rapidamente, eliminando el
liquido casi de inmediato. A pesar de que la progesterona en la fase post ovulatoria
disminuye la contractilidad uterina de la oxitocina, esta es la hormona de eleccion para
el tratamiento de la endometritis post ovulacién (Mattos, Maischitzky & Jobim, 2003).
La via de administracion influye en el tiempo de respuesta, cuando es administrada
de forma intravenosa la oxitocina muestra una respuesta mas rapida comparada con
la via intramusular, sin embargo por via IM el tiempo de accion es mas prolongado.
La duracion y la fuerza de las contracciones uterinas inducidas por la oxitocina varian
segun en qué momento del ciclo estral se administra, la dosis, y la via de
administracion. Cuando se administra durante el estro y en el periodo de 48 hs
después de la ovulacion, las dosis intravenosas de oxitocina que varian de 5 a 20 Ul
inducen contracciones uterinas de gran amplitud durante aproximadamente 30 a 45
minutos (LeBlanc, 2011), dosis superiores a 25 Ul pueden causar contracciones
tetanicas. Otra consideracion sobre el tratamiento con oxitocina es el dia del
tratamiento, debido a que las concentraciones altas de progesterona reducen la
sensibilidad a la oxitocina uterina, en esos casos se pueden considerar dosis mas
altas (20 - 25 Ul) durante los tratamientos post ovulatorios (Pycock & Newcombe,
1996). Una dosis de 10 Ul de oxitocina administrada durante el estro IM, pero antes
de la ovulacion hace que el utero se contraiga mas tiempo que cuando se
administraron 5 o 2,5 Ul por via intravenosa (Cadario, Merritt, Archbald, Thatcher &
LeBlanc, 1999).

La vida media de la oxitocina es relativamente corta (6,8 minutos) (Paccamonti et al.,
1999), por esta razén fue testeado un analogo sintético de oxitocina de accidn
prolongada, la carbetocina la cual fue bien tolerada en un grupo de yeguas luego de
la administracion intravenosa de 175 pg. Su vida media es de aproximadamente 17
minutos, o 2,5 veces la de la oxitocina, por lo tanto, este farmaco puede ser
beneficioso en los casos que se necesiten contracciones uterinas mas prolongadas
(Schramme, Pinto, Davis, Whisnant & Whitacre, 2008).

En algunas yeguas, la oxitocina puede no tener un efecto satisfactorio, debido a
algunos factores como: bajo numero de receptores, utero pendular, cuello uterino
cerrado o fibroso (Von Reitzenstein, Callahan, Hansen & LeBlanc, 2002). En este
caso, no se debe exceder la dosis recomendada, ya que como fue mencionado
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anteriormente la oxitocina cuando se aplica en dosis altas puede causar contracciones
tetanicas, resultando en una acumulacion de liquido intrauterino (Cadario et al., 1999).
Cuando existe este tipo de situacion, esta indicado el uso de otras drogas ecbdlicas,
por ejemplo, el Cloprostenol, que segun Combs, LeBlanc, Neuwirth y Tran, (1996)
produjo una respuesta uterina mas consistente que la oxitocina, donde la contraccion
producida por este farmaco es mas prolongada tras su aplicacion.

En nuestro pais contamos con Hipofamina (Dispert) una oxitocina sintetica, la cual
esta indicada para la especie equina y viene en frascos de 10 y 50 cc. El laboratorio
indica una dosis de 40 a 100 Ul para este fin. Las vias de administracion pueden ser
subcutanea, intramuscular e intravenoso.

Prostaglandina F2a

La PGF2a es eficaz para aumentar la intensidad de las contracciones uterinas,
ayudando en el proceso de limpieza del utero, ademas de presentar una duracion de
accion mas prolongada (5 horas para cloprostenol). Sin embargo, el cloprostenol
puede interferir en la formacion normal del cuerpo Iuteo, lo que resulta en una menor
produccion de progesteronay, por lo tanto, una menor tasa de prefiez en comparacion
con el uso de oxitocina. En consecuencia, se recomienda la suplementacion con
progesterona después del uso de cloprostenol para el propdsito anterior
(Brendemuehl, 2002).

Oxitocina Prostaglandina
Contracciones uterinas Gran amplitud Baja amplitud
Tiempo de accidn 30-50 min 4 a 5 horas
Utilizar hasta 48 horas post ovulacién 24 horas post ovulacion
Dosis 10-20 Ul 5-10 mg
Vias de administracién IM, IVy SC IMy SC

Figura 13. Tabla comparativa de los diferentes agentes ecbdlicos disponibles.

INDUCCION DE MULTIPLES OVULACIONES

Para mejorar la eficiencia reproductiva, una alternativa que se viene estudiando con
mayor énfasis en los ultimos afos es la induccidn de ovulaciones multiples. Los
beneficios adicionales de estimular multiples foliculos incluyen un mayor numero de
foliculos disponibles para la recoleccion de ovocitos, disponibilidad de embriones
adicionales para congelacion, mejorar la fertilidad en yeguas subfértiles (Squires,
2006). Sin embargo, hay dos razones principales por las que la induccién de multiples
ovulaciones no se ha convertido en una técnica comun utilizada en reproduccién
equina.

1- El ovario de la yegua presenta la corteza en el interior del ovario y la médula hacia
la periferia a diferencia de otras especies. Ademas, el epitelio germinal de la superficie
solo recubre una pequena porcidn del ovario en el area de la fosa de ovulacién (figura
14). Esta es la unica zona en la que el foliculo puede romperse (Squires, 2006). La
ruptura de la pared del foliculo durante la ovulacion provoca una discreta hemorragia,
consecuentemente la ovulacion de multiples foliculos simultdneamente genera una
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hemorragia mayor, por lo que se forma un coagulo. Dicho coagulo obstruye la fosa
ovulatoria impidiendo el transporte del ovocito hasta el sitio de fertilizacion.
Alteraciones inducidas por el tratamiento de hiperestimulacion ovarica puede conducir
a la luteinizacion folicular sin ovulacion previa u ovulacion con baja recuperacion
embrionaria cuando ocurren mas de cuatro ovulaciones en cada ovario (Finan, Lamkin
& McKinnon, 2016). Por esta razon yeguas que son sometidas a terapias hormonales
con un alto estimulo ovarico, presentan una alta tasa de ovulacion pero una baja tasa
de recuperacion embrionaria. En vista a este inconveniente los protocolos actuales de
multiples ovulaciones utilizan un estimulo ovarico mas discreto (Ignacio, 2018).

2- La otra razdn ha sido la falta de disponibilidad de un producto hormonal que induzca
de manera confiable multiples ovulaciones (Squires, 2006).

- Médula YEGUA
|:] Corteza

MUJER

Células de la
granulosa

Epitelio germinal
superficial

4
Corona radiada Ovocito ovulado FOSA OVULATORIA

(@ Foliculo primordial ~ (2) Foliculo primario  (3) Foliculo en desarrollo (@) Foliculo maduro (Gaaf)  (5) Foliculo roto (®) Cuerpo liteo

Figura 14. Cortes de ovarios de una yegua y de una mujer. Imagen comparativa. En la imagen se puede
apreciar dos cortes de ovarios, el primero de una mujer y el segundo de una yegua. Como se puede
observar el ovario de la yegua presenta la corteza en su interior y la medula en la periferia, ademas
presenta solo una porcion de epitelio germinal superficial si la comparamos con la mujer y las demas
hembras mamiferas. Es por esta particularidad que existen tantos inconvenientes cuando se intenta
superovular una yegua. (Imagen extraida y modificada de: Benammar et al., 2021)

Fundamento de la técnica

El fundamento de la técnica se basa en utilizar gonadotrofinas exoégenas previo al
momento de la desviacion folicular para estimular a los foliculos que irian a regresar
a que lleguen al estado de dominantes y puedan ovular, obteniendo de esta forma
mas de un foliculo preovulatorio (Roser y Meyer-Brown, 2012).

Se han probado varias preparaciones de gonadotropinas, como el extracto de
pituitaria equina crudo (EPE), FSH equina purificada (eFSH), FSH equina
recombinante (reFSH) (Meyers-Brown, Bidstrup, Famula, Colgin & Roser, 2011), FSH
porcina purificada, y FSH humana recombinante, administradas en diferentes dosis,
vias y momentos durante el ciclo estral, asi como también en el periodo de transicion
de primavera. Ademas de las hormonas anteriormente mencionadas también fueron
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probadas la hCG, GnRH, analogos de GnRH como la deslorelina, domperidona,
sulpirida, PG, e inmunizacion contra inhibina, que han producido resultados variables
pero poco consistentes (Ignacio, 2018).

Bases fisiolédgicas y momento ideal para iniciar la terapia para multiples
ovulaciones.

Las yeguas son una especie monovular y por lo tanto un foliculo se vuelve dominante
y varios foliculos subordinados retroceden durante la onda folicular primaria del ciclo
estral antes de la ovulacion (Roser & Meyers-Brown, 2012). La mayoria de las
hembras equinas tienen solo una onda folicular que presenta un foliculo dominante,
que comienza en el medio del diestro. Una cantidad considerable de foliculos progresa
hasta que el mayor alcanza un diametro de aproximadamente 23,5 mm. El crecimiento
preferencial del foliculo mas grande parece atribuirse a la secrecién de inhibina y
estrogeno del foliculo dominante, que suprime los niveles de FSH. Una vez que se
suprimen los niveles de FSH, los foliculos mas pequefios se vuelven atrésicos vy el
foliculo dominante continua creciendo hasta el punto de la ovulacion. En un ciclo
normal, se produce un pico de FSH cuando el foliculo mas grande mide
aproximadamente 13 mm, y de 3 a 4 dias después de la concentracion maxima de
FSH, se produce la desviacion. En el caso de la induccién de multiples ovulaciones
con gonadotrofinas externas no se produciria la desviacion y por lo tanto se
desarrollan varios foliculos hasta el estado de preovulatorio (Squires, 2006).

Acetato de deslorelina (AD)

En un estudio realizado por Azevedo, Souza, Ferreira-Silva & Batista, (2015) las
yeguas fueron monitoreadas por ultrasonido dos veces al dia hasta que el foliculo mas
grande alcanz6 23-25 mm y el segundo mas grande 18 mm, en ese momento se les
administro 100 pug de AD en intervalos de 12 horas (con el objetivo de estimular al
segundo foliculo mas grande, ya que cuando un foliculo se vuelve dominante inhibe
mediante mecanismos propios la secrecion de FSH y por lo tanto los demas regresan).
Luego se indujo la ovulacion cuando el foliculo dominante alcanz6 los 33-35 mm
mediante una inyeccion intramuscular (IM) de 1000 ug de acetato de deslorelina y
1000 Ul de hCG por via intravenosa (IV). Los autores concluyeron que el tratamiento
fue capaz de estimular la induccién de multiples ovulaciones en el 100% de las
donantes. Los resultados obtenidos en el estudio anteriormente mencionado superan
los descriptos por Nagao et al. (2012) en el cual obtuvo una tasa de multiples
ovulaciones del 85% utilizando GnRH, asi como 75% Douglas, (1979), 76,9%
Farinasso, (2004), 65% Bonin, (2011) usando EPE.

Gonadotrofinas recombinantes

Las opciones mas recientes son las gonadotropinas equinas recombinantes clonadas
genéticamente, reFSH y reLH. En un estudio que tuvo por objetivo evaluar la eficacia
de la utilizacion de reFSH en distintas dosis y dias de tratamiento se obtuvieron los
siguientes resultados: el mayor numero de foliculos preovulatorios se encontro
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utilizando una dosis de 0,85 mg durante 6 dias (4,2 foliculos) y 0,5 mg durante 7 dias
(3,2 foliculos) (Meyers-Brown et al., 2010).

Cabe destacar que estas gonadotropinas equinas recombinantes clonadas aun no
estan disponibles comercialmente.

Extracto de pituitaria equina (EPE)

La EPE se ha utilizado durante muchos afios para inducir ovulaciones multiples en
yeguas y aumentar la tasa de recuperacion de embriones en yeguas donantes en
programas de transferencia de embriones (Alvarenga et al., 2008). La EPE es una
mezcla de LH y FSH en concentraciones variables extraidas de yeguas sacrificadas
en frigorificos, por lo tanto las concentraciones de las gonadotrofinas varian segun la
época del afio. Se han publicado tasas de 1 a 4 ovulaciones por yegua y
aproximadamente de 1 a 2 embriones por intento (Douglas, 1979, Woods & Ginther
1984, McCue, 1996). En estudios posteriores utilizando 25 mg de EPE dos veces por
dia obtuvieron 7.1 ovulaciones por yegua y 3.5 embriones por yegua (Alvarenga,
McCue, Bruemmer, Neves Neto & Squires, 2001). En un estudio reciente hecho por
Farias et al., (2019) el tratamiento con EPE a la dosis de 7 mg dos veces al dia fue
eficaz, aumentando la incidencia de ovulaciones multiples en el 92,9% de las yeguas.
Sin embargo algunos problemas con el uso de esta hormona para la induccion de la
ovulacion son, en primer lugar, que no esta aprobado ni disponible comercialmente y
en segundo lugar, existe la posibilidad de transmision de priones como encefalopatias
espongiformes transmisibles (EET).

Cuando se asocia con hCG, la EPE proporciona el crecimiento de un mayor niumero
de foliculos, y ademas tiene un efecto beneficioso sobre su maduracion, lo que resulta
en un mayor numero de ovocitos recuperados con capas de células de la granulosa
desarrolladas en hembras sometidas a OPU (Blanco et al., 2009).

Dificultades en la induccién de ovulaciones multiples

A pesar de todos los esfuerzos para mejorar la eficiencia de los tratamientos
superovulatorios, todavia falta un tratamiento superovulatorio consistente y repetible
para la especie en estudio. Las razones de esta carencia ciertamente estan
relacionadas a alteraciones inducidas por los tratamientos como se mencioné
anteriormente. Muchos desafios involucran a la induccion de ovulaciones multiples en
las yeguas y la disponibilidad comercial de las preparaciones es crucial para impulsar
cual es el mejor protocolo a utilizar (Ignacio, 2018).

Los analogos de GnRH y EPE son las unicas hormonas disponibles comercialmente
utilizadas en la region con este fin (comunicacion personal Profesora Fernanda
Ignacio, UNESP 11/05/2021). En nuestro pais aun no contamos con dichas hormonas,
sin embargo, existen dos analogos de GnRH como él es acetato de buserelina y
lecirelina que podrian utilizarse con dicho fin, previo a la divergencia folicular, para
estimular a que dos foliculos se vuelvan dominantes. Las dosis estan especificadas
en la seccion de inductores de la ovulacion.
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CONCLUSION

A partir de este trabajo de revisién, se comprueba la importancia de conocer las
particularidades del ciclo estral de la especie equina y las posibilidades de los
tratamientos hormonales, cuando el objetivo es mejorar la eficiencia reproductiva,
promover el mejoramiento genético y aumentar la rentabilidad de las explotaciones.
Mediante la aplicacion de hormonas exdgenas es posible manejar el ciclo reproductivo
de la yegua logrando asi utilizar de manera mas efectiva el periodo ciclico de la misma.
Sin embargo, existen varios factores que pueden influir en los resultados de las
terapias hormonales, como son la nutricidén, sanidad, manejo, entre otros. Ademas de
la experiencia y conocimiento de campo, los constantes avances en investigacion en
reproduccion equina exigen al profesional actuante una constante actualizacion sobre
el tema.
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