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1. RESUMEN

La duracién del estro en la especie equina presenta una gran variacion, siendo dificil
poder predecir el momento de la ovulacion mediante palpacion y ecografia transrectal.
La ovulacion ocurre en promedio unas 75 horas luego que el foliculo preovulatorio
alcanza los 35 mm de diametro, periodo que puede acortarse a 36-48 horas utilizando
inductores de la ovulaciéon. La gonadotrofina coridnica humana (hCG) y los analogos
de la GnRH como el acetato de deslorelina e histrelina son las hormonas mas
utilizadas para inducir la ovulacion en la yegua. Los inductores mejoran la eficiencia
reproductiva y reducen los costos de produccion, acortando el periodo del estro y
sincronizando las inseminaciones, disminuyendo costos en transporte, recursos
humanos, optimizando las dosis de semen y el uso del padrillo. El objetivo de este
estudio fue evaluar y comparar la eficacia de la hCG y el acetato de histrelina en inducir
la ovulacién en yeguas pertenecientes a un programa comercial de inseminacion
artificial (I1A) y transferencia embrionaria (TE) con semen congelado en la Republica
Oriental del Uruguay. Fueron evaluados 353 ciclos estrales de 125 yeguas,
predominantemente de raza arabe, cuarto de milla, criollo y cruzas, entre 1,5y 24
afios de edad, peso corporal entre 360 y 600 kg y condicion corporal = 3 (1-5) durante
cuatro temporadas reproductivas (septiembre a mayo) consecutivas del 2018 a 2022.
La evaluacibn de los ovarios, Utero y cérvix fue realizada por palpacion y
ultrasonografia transrectal (Sonoscape® A5, Shenzhen, China) con un transductor
lineal de 5 MHz. La ovulacién de las yeguas fue inducida con hCG o acetato de
histrelina como parte del manejo reproductivo de la clinica. Los ciclos fueron
distribuidos en los siguientes grupos experimentales; G1 (n=119): 1500 Ul IV de hCG
(Chorulon®, MSD Animal Health, Sdo Paulo, Brasil) y G2 (n=234): 250 ug acetato de

histrelina IM (Sterilin®, Botupharma, Sao Paulo, Brasil). Las yeguas fueron

10



monitorizadas diariamente y el tratamiento iniciado cuando un solo foliculo mayor
alcanzara entre 35 y 40 mm de diametro, edema endometrial grado =3 (0-4) y Utero y
cérvix compatible con estro. El seguimiento ultrasonografico fue iniciado 24 horas
post-tratamiento y subsecuentemente cada 2 - 6 horas hasta la ovulacion. Las
diferencias entre los grupos por época del afio, edad e intervalo de tiempo entre el
tratamiento y la ovulacion fueron determinadas utilizando el paquete estadistico SAS
v9.4 (Statistical Analysis System Institute Inc., Cary, North Carolina, USA). Las
variables categoricas, fueron comparadas con el test exacto de Fisher o test de Chi-
cuadrado de Pearson. Para las variables cuantitativas, se utilizdé la prueba no
paramétrica de Mann-Whitney. Los resultados fueron presentados como medias * EE.
Los valores fueron considerados con diferencias significativas con p < 0,05. El
promedio del didmetro folicular al momento de la induccién fue 38,3 + 0,18 mm, el
porcentaje de ovulacion entre las 24 y 48 horas fue mayor para la histrelina (80,2%)
que para la hCG (70,6%) (p = 0,0461). No hubo diferencias significativas (p = 0,2414)
en el intervalo de tiempo promedio a la ovulacion entre las yeguas que recibieron hCG
(37,22 £ 3,55 horas) o histrelina (39,35 = 4,49). La formaciéon de HAF no se vio
influenciada (p > 0,05), al igual que las tasas de prefiez (p= 0,977) por el inductor
utilizado. La histrelina fue més efectiva que la hCG en inducir la ovulacion en yeguas
viejas (p < 0,0001) y en las estaciones de verano y otofio (p = 0,0071), no
encontrandose diferencias en primavera (p= 0,836). En conclusion, la histrelina es
mas eficaz que la hCG para inducir la ovulacion en yeguas viejas (>15 afos) y al final
de la estacion reproductiva (verano-otofio).

Palabras Claves: hCG; Histrelina; Induccion de la ovulacion; Tasas de prefiez; HAF
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2. SUMMARY

The duration of estrus in the equine species varies greatly, which makes it difficult to
predict the time of ovulation by means of palpation and transrectal ultrasound.
Ovulation in mares occurs, on average, about 75 hours after the preovulatory follicle
reaches 35 mm in diameter, a period which can be shortened to 36-48 hours using
ovulation inducers. Human chorionic gonadotropin (hCG) and GnRH analogs such as
deslorelin acetate and histrelin acetate, are the most commonly used hormones to
induce ovulation in mares. Ovulation inducers improve reproductive efficiency and
reduce production costs, shortening the estrus period and synchronizing
inseminations, thereby lowering transportation and human resources costs, optimizing
semen doses and use of the stallion. The objective of this study was to evaluate and
compare the efficacy on hCG and histrelin acetate in inducing ovulation in mares
belonging to a commercial Al and ET program with frozen semen in the Republica
Oriental del Uruguay. 353 estrous cycles of 125 mares, predominantly Arabian,
Quarter Mile, Criollo and Crossbreed, between 1.5 and 24 years of age, body weight
between 360 and 600 kg, body condition score = 3 (1/5) during four reproductive
seasons (September to May) from 2018 to 2022, were used for this study. The
evaluation of ovaries, uterus and cervix was performed by means of palpation and
transrectal ultrasonography (Sonoscape® A5, Shenzhen, China) with a 5 MHz linear
transducer. The ovulation in mares was induced with hCG or histrelin acetate as part
of the reproductive management of the clinic. The cycles were distributed into the
following experimental groups G1 (n=119): 1500 Ul IV of hCG (Chorulon®, MSD
Animal Health, S&o Pablo, Brasil) y G2 (n=234): 250 ug histrelin acetate IM (Sterilin®,
Botupharma, S&o Pablo, Brasil). Mares were monitored daily and the treatment

initiated when a single major follicle reached 35 and 40 mm in diameter, endometrial
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edema grade =3 (0-4) and uterus and cervix compatible with estrus. Ultrasonographic
follow-up was initiated 24 hours post-treatment and subsequently 2-6 hours until
ovulation. Differences between groups due to time of the year, age of the mares and
time interval between treatment and ovulation, were determined using the commercial
software package SAS v9.4 (Statistical Analysis System Institute Inc., Cary, North
Carolina, USA). Categorical variables were compared with Fisher's exact test or
Pearson’s chi-square test. For quantitative variables the non-parametric Mann—
Whitney test was used. The results were presented as means + SEM. The values were
considered with significant differences with p < 0, 05. The mean follicular diameter at
the time of induction was 38,3 + 0,18 mm, the percentage of ovulation between 24 and
48 hours was higher for histrelin (83.3%) than for hCG (70.6%) (p=0.0461). There was
no significant difference (p = 0.2414) in the meantime interval to ovulation amongst
mares receiving hCG (37, 22 + 3, 55 hours) or histrelin (39, 35 £ 4, 49 hours). HAF
formation was not influenced (p > 0, 05), as were pregnancy rates (p = 0.977) by the
inducer used. Histrelin was more effective (p < 0, 0001) than hCG in inducing ovulation
in old mares (>15 years) and in summer and autumn seasons (p = 0, 0071), with no
differences in spring (p = 0,836). In conclusion, histrelin is more effective than hCG in
inducing ovulation in old mares (>15 years) and at the end of the reproductive season
(summer-autumn).

Keywords: hCG; Histrelina; ovulation induction; pregnancy rate; HAF

1 INTRODUCCION

Los equinos fueron introducidos en nuestro pais junto con la ganaderia y desde
entonces se han transformado en un elemento comdn del paisaje, en herramientas

para la produccion agropecuaria, industria farmacéutica y co-protagonistas para
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diferentes formas de esparcimiento y deporte (Ferrari et al., 2012). En los ultimos afios,
se percibe un mayor dinamismo en las actividades asociadas al caballo, debido a la
mejora en las relaciones de precios del agro, al desarrollo del turismo rural-ecuestre y
de los deportes ecuestres como la hipica, freno de oro, pruebas morfologicas,
funcionales y de adiestramiento, entre otras razones (Ferrari et al., 2012). El stock
equino en Uruguay es de aproximadamente 425 mil cabezas, ocupando el puesto 21
del ranking y el segundo puesto en cuanto a la relacién caballo por habitantes (Ferrari
et al.,, 2012). La industria equina, genera un valor agregado bruto para la economia
uruguaya de casi un punto del PBI, aportando mas de U$S 330 millones de ddlares
americanos al afio, U$S 29 millones de dblares americanos en exportaciones y en lo
gue respecta al empleo, se estima que el sector genera anualmente U$S 106 millones
de dolares americanos y 18.000 puestos de trabajo directos, que a su vez, componen
nacleos familiares integrados por aproximadamente 67.000 personas, siendo el
equino el animal doméstico que mas puestos de trabajo genera por animal los 365

dias del afio (Ferrari et al., 2012).

Para hacer frente a la competencia y al aumento en la demanda de caballos, los
productores tienen que capacitarse, aceptar y aplicar métodos cientificos,
tecnologicos y comerciales similares a los que utilizan otras industrias agropecuarias
(Heilenkotter, 2015). El alto valor econémico y sentimental que estos representan para
los humanos son los que justifican su reproduccion hasta la vejez y que se invierta en
técnicas de reproduccion asistida (TRA) para superar problemas de fertilidad,
aumentando asi el numero de potros nacidos de animales selectos (Benammar et al.,
2021). Las TRA nos permiten abordar la infertilidad y sub-fertilidad tanto de la hembra

como del macho, de forma muy semejante a lo que ocurre en humanos. Dichas
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técnicas van desde: la monta dirigida (bajo seguimiento folicular por ultrasonido), la
sincronizacion del estro, la induccidon de la ovulacién, la colecta y evaluacion del
semen (para inseminacion artificial (IA) con semen fresco, refrigerado y congelado),
la transferencia de embriones (TE), llegando hasta intervenciones mas complejas,
como la transferencia de gametos (GIFT), la inyeccion intracitoplasmatica de

espermatozoides (ICSI), clonacién y edicién génica (Heilenkotter, 2015).

La duracién del estro en la especie equina presenta una gran variacion, siendo dificil
poder predecir el momento de la ovulacion mediante palpacién y ecografia transrectal.
La ovulacién en la yegua sin ningin manejo hormonal ocurre en promedio unas 75
horas luego que el foliculo preovulatorio alcanza los 35 mm de diametro dependiendo
de la edad, raza y época del afio (Farquhar et al., 2002; Silva et al., 2016; Jardim et
al., 2020). Este periodo de tiempo puede acortarse en promedio a 36-48 horas con
agentes inductores de la ovulacion y tener ovulaciones en una ventana de tiempo
predecible, y por lo tanto poder cubrir o inseminar la yegua una sola vez lo mas
cercano posible de la ovulacién, aumentando asi las chances de prefiez. (McCue et

al., 2007).

La gonadotrofina coriénica humana (hCG) y los analogos de la GhRH como el acetato
de deslorelina, histrelina y buserelina son las hormonas més utilizadas para inducir la
ovulacion en la yegua (McCue et al., 2007). Las principales ventajas clinicas de inducir
la ovulacion incluyen reducir el periodo del estro, realizar un Unico servicio por ciclo
para padrillos con alta demanda de yeguas, poder programar el transporte de yeguas
hacia los padrillos, disminuir el nUmero de montas por ciclo (principalmente en yeguas

susceptibles a la endometritis post-servicio), poder realizar inseminaciones artificiales

15



cercanas a la ovulacion tanto para semen refrigerado, congelado o padrillos con baja
fertilidad, y poder sincronizar las yeguas donantes con las receptoras en programas
de transferencia de embriones. Disminuyendo asi gastos en transporte, recursos

humanos, optimizando las dosis de semen y el uso de los padrillos (Samper, 2008).

La eleccion de uno u otro agente inductor de la ovulacion va a depender de la
disponibilidad en el mercado, costo, eficacia, modo de aplicacion, momento del afio,
edad de la yegua, tamafio folicular, uso previo con éxito o sin éxito en determinada
yegua y preferencias del veterinario. La hCG se une a los receptores de LH en el tejido
gonadal equino, teniendo un comportamiento o bioactividad de LH causando
maduracién ovocitaria y desencadenando la ovulacion de los foliculos dominantes de
yeguas en estro (Evans et al., 1982; Voss, 1993). Los agonistas de GnRH, estimulan
la liberacion endégena de LH y FSH por parte de la pituitaria anterior, estimulando la
maduracién folicular y la ovulaciéon (Mumford et al, 1995; McCue, 2003). Hasta el
momento no existe ningun estudio que evalle la eficacia de los inductores de la
ovulacion en las condiciones productivas del Uruguay. Al mismo tiempo, existen pocos
trabajos que evallen la eficacia de la histrelina en inducir la ovulacion y el efecto que
pueda tener la edad de las yeguas y la estacidén del afio sobre el intervalo de tiempo
entre la induccién y ovulacion. El objetivo de este estudio es evaluar y comparar la
eficacia (porcentaje de respuesta) y precision (rango en horas de respuesta) de la
hCG y el acetato de histrelina en inducir la ovulacion en yeguas pertenecientes a un
programa comercial de IAy TE con semen congelado equino en la Republica Oriental

del Uruguay.
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2 REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 RECORDATORIO ANATOMICO: OVARIOS

La anatomia de los 6rganos reproductores de la hembra esta fuertemente
influenciada por la edad, su estado reproductivo actual y su historial previo (Dyce,
Sack y Wensing, 2002). Los ovarios realizan funciones exocrinas (gametogénica) y
endocrina (produccion de hormonas); la funcidon exocrina es quien justifica la
existencia de genitales tubulares, permitiendo la integracién hormonal de los ovarios

y el control del tracto reproductivo (Youngquist y Threlfall, 2007).

En la mayoria de los mamiferos domésticos, los ovarios presentan una zona
parenquimatosa periférica (corteza), que contiene varias fases del desarrollo folicular
y luteal, la cual rodea a una zona vascular central (médula), compuesta por tejido
conectivo rico en vasos sanguineos (Youngquist y Threlfall, 2007). En cambio, en la
yegua, la zona medular rica en vasos sanguineos, se encuentra rodeando en forma
de campana a la corteza del ovario. La corteza solamente alcanza la superficie ovarica
a través de la fosa de ovulacién (Koénig y Liebich, 2013), siendo este el lugar donde
ocurre la liberacién de los ovocitos maduros (Dyce et al., 2002), lo cual constituye una

caracteristica especifica de la yegua (Youngquist y Threlfall, 2007).

2.2 INFLUENCIA DE LA ESTACION SOBRE LA ACTIVIDAD OVARICA.

La yegua es poliéstrica estacional de dia largo, con actividad sexual ciclica
desde la primavera al otofio, por lo que la duracion de la exposicion a las horas luz es
el factor principal que controla la actividad ovarica (Neely, Liu y Hillman, 1989). Los
periodos prolongados de horas luz (15 a 16 horas), como sucede en primavera y

verano estimulan la actividad ovarica, mientras que los periodos de menos horas luz
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(9 a 10 horas) la inhiben (Neely et al.,1989). Dicho patron es el resultado del ritmo
endogeno circanual, el cual estd condicionado por factores ambientales externos
como el fotoperiodo, la temperatura, nutricién y condicion corporal (Nagy, Guillaume

y Daels, 2000).

La informacidén sobre cambios que ocurren en el ambiente es transmitida al
sistema nervioso central, modificando las funciones hipotalamicas e hipofisarias
produciendo asi respuestas endocrinas (Ungerfeld, 2011). El estimulo luminico es
captado por la retina, posteriormente pasa al nicleo supraquiasmatico del hipotalamo,
ganglio cervical superior y glandula pineal (GP) la cual traduce la informacién neural
proveniente del ciclo de luz-oscuridad, en una sefial hormonal a través de la
melatonina (Neely et al.,1989). La tasa de sintesis o liberaciébn de melatonina esta
relacionada en forma inversa con la duracion de las horas luz, por tanto, el aumento
de la exposicion a la misma determina la disminucién de la liberacion de melatonina y

el inicio de la ciclicidad (Neely et al.,1989).

La GP y su hormona tienen influencia sobre el hipotalamo, sitio de liberacion y
producciéon de GnRH (hormona liberadora de gonadotrofinas). Al disminuir la
melatonina, (resultado del aumento en las horas luz) se libera mas GnRH, la cual
ingresa en el sistema vascular portal y es transportada a la adenohipodfisis
promoviendo la liberacién de LH (hormona luteinizante) y FSH (hormona foliculo
estimulante). Ambas entran en la circulacion controlando el desarrollo folicular, la
ovulacion y la formacion del cuerpo luteo (CL) en los ovarios (Neely et al.,1989) (ver

figura 1).

La reproduccion estacional es una respuesta adaptativa de los animales,

concentrando la actividad reproductiva durante la época del afio en que las
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condiciones medioambientales y de disponibilidad de alimentos son Optimas,
asegurandose de esta forma la supervivencia de las crias (Correa y Fernandez, 2017).
Esto lleva a que se presenten dos periodos especificos, uno de anestro y otro
ovulatorio. Entre los meses de ciclicidad y los de anestro, existe el periodo de
transicion, en donde la yegua presenta actividad ovarica irregular, pero no hay

ovulacion (Parrado Soler y Fandifio Gomez, 2019).

FOTOPERIODO

Aumentar Disminuir

|
+| |-

Glandula Pineal

_l Melatonina l"'

Hipotilamo

] o I

Glandula Pituitaria
-+ l FSH l—
LH

Ovarios

Figura 1. Version simplificada de la regulacién hormonal del ciclo estral de la yegua.
El patron regular del ciclo estral de las yeguas es controlado por la interaccion entre
la GP, el hipotalamo, la glandula pituitaria y el endometrio. Fuente: extraido y
modificado de Brinsko et al., 2011.
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2.3 COMPORTAMIENTO REPRODUCTIVO

Como se describié previamente, el ciclo reproductivo anual de la yegua puede
dividirse en cuatro fases; anestro de invierno, transicion de primavera, temporada de

ovulacion/ reproduccion y transicion de otofio (Schnobrich, 2018).

2.3.1 Anestro estacional

Es el momento de completa incompetencia reproductiva (Youngquisty Threlfall,
2007). Esté subdivido en anestro profundo y anestro superficial (transicién) en base a
la actividad folicular presente; caracterizandose al anestro profundo por un desarrollo
folicular minimo (foliculos <20 mm de didmetro) (McCue, Logan y Magee, 2007). Esta
marcado por la disminucién en la secrecion hipotaldmica de GnRH y por ende de LH
y FSH hipofisarias. Como resultado, hay una merma en la funcién ovarica, con un
desarrollo folicular y produccién hormonal minima, lo cual se corresponde con una
concentracion de progesterona (P,) y estradiol (E;) practicamente indetectables
(Youngquist y Threlfall, 2007) <1.0 ng/ml y <5 pg/ml respectivamente (McCue et al.,
2007). La receptividad sexual esta reducida o ausente, los ovarios lisos y firmes y el

Gtero atonico y de paredes delgadas (Duran Graeff, 2007).

2.3.2 Transicion de primavera

Esta fase se caracteriza por periodos de estro prolongados, celos divididos e
irregulares, que ocurren antes de la primera ovulacion, la cual marca el inicio de la
estacion reproductiva (Neely et al.,1989). En este periodo, las concentraciones de
FSH son 6ptimas para producir el reclutamiento de foliculos, pero al no secretarse LH
en cantidad suficiente, no es posible que se desencadene la ovulacion. Al principio de
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la transicion ocurren sélo ondas foliculares menores, con reclutamiento de foliculos
que crecen entre 6 y 21 mm de diametro, regresando simultaneamente sin la
formacion de un foliculo dominante (FD). Al final de la transicion, ocurren ondas
foliculares mayores, se produce el reclutamiento de un conjunto de foliculos antrales
que, si bien en la gran mayoria regresan, uno de ellos logra alcanzar mayor tamafo,
llegando a mas de 21 mm de diametro (Ginther, E.L. Gastal, M.O. Gastal y Beg, 2004).
La cantidad de foliculos presentes en cada ovario aumentan durante la transicion, y
mediante ultrasonografia se observa la presencia de foliculos de tamafios pequefios
a medianos en forma de racimo de uva. Las concentraciones plasmaticas de LH se
mantienen bajas durante este periodo, hasta que eventualmente el foliculo
preovulatorio se vuelve esteroidogénicamente competente para empezar a producir
altos niveles de E,. El feedback positivo de estos, estimula la produccion de LH
hipofisaria, desencadenando su pico maximo responsable de la maduracion del FD y

la consecuente ovulacion (McCue et al.,2007).

2.3.3 Temporada reproductiva

Durante este periodo las yeguas manifiestan sucesivos ciclos estrales, de
aproximadamente 21 dias cada uno, sila gestacion no los interrumpe. Las variaciones
en la duracion total del ciclo y de cada una de sus fases se relacionan con la estacion
del afio, presentando mayor variabilidad al inicio y al término de la estacion
reproductiva. La duracion del estro es mas corta en la mitad de la estacion

reproductiva y se asocia con la mejor fertilidad (LeBlanc, 1998).
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2.3.4 Transicion de otoino

Es el periodo que presenta mayor variacion; como respuesta a la disminucién
del fotoperiodo al finalizar la temporada reproductiva, el comportamiento sexual y la
ovulacion se tornan mas erraticas (LeBlanc, 1998). Se produce una pérdida gradual
del soporte de gonadotrofinas para el funcionamiento ovarico, llevando a un menor
desarrollo folicular. Este finaliza generalmente con la formaciéon de un foliculo

preovulatorio que se hace anovulatorio o que involuciona (Schnobrich, 2018).

2.4 FISIOLOGIA REPRODUCTIVA DE LA YEGUA: CICLO ESTRAL

El comienzo de la actividad reproductiva o pubertad se da alrededor de los 12
a 24 meses (Ramirez, Gutiérrez y Ramos, 2010). El ciclo estral consta de una fase
folicular (estro), donde la hembra es sexualmente receptiva al macho, y el tracto
genital se prepara para la aceptacion y el transporte espermético al oviducto para la
fertilizacion; y una fase luteal (diestro), donde la hembra deja de ser receptiva al macho
y el tracto genital se prepara para aceptar y nutrir al embrion. El periodo de diestro
termina con la regresion del CL, iniciando la siguiente fase folicular (Brinsko,
Blanchard, Varner, Schumacher, Love, Hinrichs y Hartman, 2011). Durante la
temporada reproductiva, el ciclo dura en promedio 21-22 dias (rango de 18 a 24 dias),
de los cuales 4 a 7 dias se corresponden al estro (Brinsko et al., 2011). La duracion
del diestro, es relativamente constante, 14-15 dias, siendo menos afectada por la
estacion que el estro, el cual es mas variable (2 a 12 dias, o mas) (Brinsko et al., 2011)

(ver figura 2).
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Figura 2. Ciclo estral de la yegua. Fuente: extraido y modificado de Brinsko et al.,
2011

2.4.1 Estro

Momento en que la hembra es sexualmente receptiva frente al macho; permite
ser montada, busca atencion del semental, inclina la pelvis, orina frecuentemente en
pequefias cantidades (Pinto y Frazer, 2013), levanta la cola exponiendo la vulva,
realizando movimientos de apertura y cierre de los labios vulvares produciéndose la
eversion del clitoris (Ungerfeld, 2011). Su duracién es de 5 a 7 dias, cediendo dicho
comportamiento 24-48 horas después de la ovulacion. Se caracteriza por altas
concentraciones de estrégeno (E,) y LH y concentraciones basales de progesterona

(P4) (Pinto y Frazer, 2013).

La deteccion del estro, puede ser realizada mediante el examen del tracto
reproductivo. Por vaginoscopia el cuello uterino se observa cada vez mas rosado,
hamedo, edematoso, relajado y abierto en el piso de la vagina (Pinto y Frazer, 2013).
El foliculo preovulatorio crece desde aproximadamente 30 mm (6 dias antes de
ovulacion) a 45 mm el dia de la ovulacion, donde a menudo se ablanda y pierde su
forma esférica 24 horas antes de la misma. El edema uterino disminuye unas 48 a 24
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horas antes de la ovulacion. Debido al gran tamafo del foliculo preovulatorio y su
proximidad al ligamento ancho, en este momento la yegua es sensible a la palpacion

del ovario (Pinto y Frazer, 2013).

2.4.2 Diestro

Se inicia con la ovulacién y la consecuente formacién de un CL secretor de P,.
La duracion del mismo permanece constante de 14 a 15 dias (Brinsko et al., 2011),
estando caracterizado por rechazo al macho, aumento del tono uterino, ausencia de
edema uterino, estrechamiento cervical y elevados niveles de P, plasmética (Samper,
2008). Constituye la etapa mas larga del ciclo estral y se caracteriza por la maxima
actividad secretora del CL (Boeta et al., 2018), alcanzando su pico de concentracion
de P, circulante 6 dias después de la ovulacion (Brinsko et al., 2011). Si no ocurre
fertilizacion y reconocimiento matero entre el dia 12 y 14 post-ovulacion, el endometrio
libera prostaglandina F2 alfa (PGF2a) y el CL sufre lutedlisis; de lo contrario, este se
mantiene para poder conservar la gestacion, prolongandose un estado fisiolégico
similar al del diestro (Boeta et al., 2018). La lutedlisis causada por la PGF2q, resulta
en una disminucion de la P, circulante, que a su vez remueve el bloqueo secrecién de
LH. A continuacién, se produce el crecimiento y maduracion folicular y los signos de
comportamiento caracteristicos de la fase folicular del ciclo estral, comenzando un

nuevo ciclo (Brinsko et al., 2011).

2.5 DESARROLLO FOLICULAR

2.5.1 Foliculo ovarico

Es la unidad funcional del ovario, formado por una capa externa de células

tecales, la membrana basal y una capa interna de células de la granulosa. Estas
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rodean y confinan al complejo ovocito-células de cumulus (Lanuza, 1999). Su funcion
primaria en los mamiferos es la liberacion de un ovocito para ser fertilizado,
involucrando el crecimiento y maduracion de este, asi como los procesos de ovulacion
y divisidbn meidtica del ovocito, en respuesta a la secrecion ciclica de gonadotrofinas
hipofisarias. No todos los foliculos responden a estas hormonas en el ciclo, sino que
s6lo un numero limitado de ellos alcanza la ovulacion durante la vida fértil, mientras

gue el resto degeneran en atresia (Lanuza,1999).

2.5.2 Ovogeénesis y Foliculogénesis

Son los procesos que en conjunto llevan a la formacién y desarrollo del ovocito
y del foliculo respectivamente (Gigli, Russo y Aglero, 2006). La ovogénesis precisa
de una serie de eventos que inducen la diferenciacion celular, el desarrollo y la
maduracion del ovocito, mientras que la foliculogénesis promueve cambios
morfolégicos y funcionales dentro del foliculo (Lema Veloz, 2017). La yegua se
caracteriza por presentar una foliculogénesis estacional, siendo la Unica especie que

puede llegar a presentar ovulaciones durante la fase del diestro (Gigli et al., 2006).

Las células germinales primordiales del embrién dan lugar a las ovogonias,
quienes se dividen primero por mitosis (Gigli et al., 2006), teniendo al dia 70 u 80 de
gestacién un gran numero de ovogonias y ovocitos en los ovarios fetales (Mckinnon,

Squires, Vaala, y Varner, 2011).

Las ovogonias se van a diferenciar en ovocitos primarios cuando inician la
meiosis (Gigli et al., 2006). Dichos ovocitos, quienes estan en un estado quiescente
(detenidos en la profase | de su primera divisibn meidtica), se rodean de células de la
granulosa formando asi los foliculos primordiales (Gigli et al., 2006), quienes se

caracterizan por presentar un ovocito desprovisto de zona pellcida y estar rodeado
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por una capa incompleta de células epiteliales planas (Lopez Mazz, 2009). Estos
foliculos primordiales forman la reserva gametogénica que la yegua utilizara durante
toda su vida reproductiva; y ésta estimada en 36.000 - 46.000 foliculos (Gigli et al.,

2006).

La maduracion continda, el ovocito se agranda y multiplica sus organelos, las
células foliculares se hacen cuboideas o cilindricas bajas y proliferan, dando origen a
un epitelio estratificado de células de la granulosa. Cuando ocurren estos cambios, el
foliculo pasa de foliculo primordial a primario (Filipiak, Viqueira y Bielli, 2016). En esta
etapa, ademas el ovocito comienza a rodearse de una capa glicoproteica denominada

zona pelucida (Gigli et al., 2006).

El foliculo secundario se caracteriza por la proliferacién de las células de la
granulosa (alcanzando 6 a 12 capas de células), y por la formacion de espacios entre
ellas, conteniendo un liquido claro conocido como licor folicular (Bloom-Fawcet, 1992).
Se produce un reclutamiento de células del estroma a nivel de la ldmina basal, la cual
separa las células de la granulosa con el estroma vecino, que se diferenciaran en
células de la teca (Bloom y Fawcett, 1992). Las células de la teca, a su vez se
diferenciaran en capa externa e interna, quienes rodean por fuera a las células de la
granulosa (Gigli et al., 2006) y constituyen la fuente de andrégenos para la produccion
folicular de estr6genos (Lanuza, 1999). Hasta este estadio, los foliculos se clasifican
como preantrales, ya que todavia no se ha formado la cavidad antral (Gigli et al.,
2006), y la foliculogénesis hasta esta etapa es independiente de gonadotrofinas,
siendo su fase inicial estimulada por otros factores (Espinoza Villavicencio et al.,
2007). Dentro de estos factores, producidos localmente (tanto dentro del ovario como
dentro del foliculo) se encuentran los miembros de la superfamilia que regulan la
proliferacion y diferenciacion en una amplia variedad de tejidos tales como: factor
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transformador de crecimiento - B (TGFpR), factor de crecimiento y diferenciaciéon 9
(GDF-9), hormona anti mdulleriana (AMH), activinas, inhibinas y la proteina

morfométrica 6sea (BMP) (Gigli et al.,2006).

Los foliculos antrales son caracterizados histolégicamente por presentar una
cavidad antral y por rodearse de varias capas cubicas de células de la granulosa, las
cuales secretan el liquido folicular (Armstrong, Xia, de Gannes, Tekpetey y
Khamsi,1996), el cual comienza a producirse en las yeguas con foliculos de 0,2 a 0,4
mm (Jaramillo Londofio y Pérez Mayor, 2013). Este se acumula produciendo un
reordenamiento de las células del cimulo y murales (Jaramillo Londofio y Pérez
Mayor, 2013). Las células del cumulus juegan un rol fundamental en la regulacion del
desarrollo de los ovocitos, en la transferencia de nutrientes a este, y como mediador
de las influencias hormonales en la maduracién de los ovocitos (Armstrong et

al., 1996).

El estimulo que inicia el crecimiento del foliculo antral (o foliculo terciario) es
desconocido, pero la formacién de la cavidad del foliculo es dependiente de la
actividad de las gonadotropinas. La IGF-1 (factor de crecimiento similar a la insulina),
principalmente promueve la mitosis de las células de la granulosa y por lo tanto el
crecimiento folicular, al igual que la actividad esteroidogénica quien modulara el
crecimiento, siendo quienes controlan la actividad de las gonadotropinas (Pérez
Montenegro, 2015). En dichos foliculos terciarios, las células de la teca interna van a
responder al estimulo generado por la FSH produciendo andrégenos, estimulando asi
la activacion de la enzima aromatasa en las células de la granulosa, transformando

los androgenos en estradiol (Gigli et al., 2006).

Las células de la granulosa de los foliculos antrales, son caracterizadas por
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tener una mayor expresion de receptores para FSH y las células de la teca para LH
(Jaramillo Londoiio y Pérez Mayor, 2013). Los foliculos dominantes se convierten en
foliculos preovulatorios o foliculos de Graaf, los cuales responden al estimulo de la LH
reiniciando la meiosis y desencadenando la ovulacion. En la yegua el foliculo
preovulatorio alcanza un tamafio mayor a 35 mm de diametro (Gigli et al., 2006). Una
vez alcanzada la ovulacion, las células de la granulosa que forman el cumulus son
expulsadas junto con el ovocito, mientras que las que constituyen la membrana
granulosay la teca van a permanecer en el ovario, se luteinizaran y formaran el nuevo

cuerpo lateo (Lanuza, 1999).

2.5.3 Dinamica folicular

El desarrollo folicular es un proceso dinamico, el cual se caracteriza por la
proliferacion y diferenciaciéon de células foliculares, brindando un ambiente 6ptimo
para que el ovocito madure y se prepare para la fertilizacion posterior a la ovulacion.
Dicho proceso depende de sefiales endocrinas, paracrinas y autocrinas a nivel del
ovario y de un intercambio de sefiales endocrinas entre ovario e hipofisis (Rodriguez

et al.,2013).

La dinamica folicular esta dividida en activacion del foliculo primordial,
reclutamiento, crecimiento y seleccion del foliculo dominante (FD) y atresia de
foliculos subordinados (FS) (Parrado Soler y Fandifio Gomez, 2019). Las yeguas
tienen una o dos ondas foliculares por ciclo, y los tipos de ondas pueden verse
influenciados por la prefiez, la etapa del ciclo estral, la temporada, la raza, y la edad
(Bohlen, 2014). Una onda de crecimiento folicular involucra el desarrollo sincronico de
un grupo de foliculos individualmente identificables, que ocurre al mismo tiempo en

los dos ovarios (Ungerfeld, 2011). Dichas ondas dependen de la concentracion de
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FSH, la cual puede ser secretada siguiendo un patrén uni o bimodal; cuando sigue un
patrén bimodal presenta un aumento plasmatico entre el dia 3 al 5 post-ovulacion
(asociado al pico de LH) y un segundo aumento entre los dias 11 y 13 del ciclo (Gigli
et al.,2006; Nufez Pintado, 2013). Este patrén bimodal es mas comun al comienzo de
la temporada reproductiva, pasando a tener un patron de secrecion unimodal mas
entrada la temporada, aumentando la FSH solamente una vez por ciclo (Gigli et

al.,2006).

En las yeguas, el aumento de FSH es responsable por la emergencia,
reclutamiento y crecimiento de los foliculos con didmetro de aproximadamente 6 a 13
mm. Después de 3 a 6 dias, la concentracion de FSH alcanza su valor maximo en
sangre y los foliculos mayores alcanzan un diametro promedio de 19 a 22 mm,
momento en que ocurre la seleccidn y divergencia continuando con el crecimiento solo
del foliculo dominante que alcanzara la ovulacién con un diametro > 35 mm (Andrade

Souza et al., 2011).

El mecanismo de seleccién folicular implica una interaccién complejay estrecha
entre las gonadotropinas hipofisarias y las hormonas ovéricas. La onda folicular
primaria (onda que termina con la ovulacion durante el estro) se origina durante el
diestro, 7-8 dias después de la ovulacion, cuando una cohorte de foliculos emerge a
partir de un conjunto de foliculos méas pequefios a lo largo de varios dias. Estos pasan
por una fase de crecimiento comun durante unos 6-7 dias, en la que todos los foliculos
crecen a un mismo ritmo (3 mm/dia). La desviacion y seleccion se produce al final de
esta fase, proceso que se da cuando el foliculo mayor alcanza 21 a 23 mm de
diametro. El foliculo dominante empieza a secretar inhibina y estradiol y se vuelve mas
sensible a la FSH y LH, debido en parte, a un aumento de receptores de
gonadotrofinas, estimulado por los altos niveles de estradiol intrafolicular. Como
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consecuencia, éste continla desarrollandose ante la bajada en los niveles de FSH
circulante, mientras que los foliculos subordinados comienzan a retroceder y se

atresian (McKinnon et al., 2011).

Dichos mecanismos asociados al proceso de seleccion folicular, no se conocen
bien, parecen implicar una ventaja en el desarrollo de un foliculo sobre los otros, de
forma tal que el futuro FD presenta una mayor capacidad de produccion de E,, una
mayor sensibilidad a la FSH y especificidad para responder a la LH a través de la
induccion de receptores en las células de la granulosa. Se ha demostrado que las
concentraciones foliculares de E,, IGF-1, inhibina-A y activina-A aumentan
diferencialmente en los futuros FD antes del comienzo de desviacion, pudiendo
modular la capacidad de respuesta de FSH y LH del futuro FD (Samper, Pycock y

Mckinnon, 2007).

La inhibina es una hormona glicoproteica producida en hembras por células de
la granulosa del foliculo dominante en desarrollo. Las concentraciones de inhibina se
correlacionan positivamente con el estradiol e inversamente con la FSH. El papel
fisiologico principal de la inhibina es la supresion de la secrecién hipofisaria de FSH,
y, por tanto, del proceso de seleccion del foliculo. Los niveles de inhibina aumentan
durante el celo, alcanzan su maximo en el dia de la ovulacién y disminuyen a niveles

bajos durante el diestro (McKinnon et al., 2011)

El crecimiento del FD, después del proceso de seleccion, es menos
dependiente de FSH, cuya concentracion se mantiene en niveles basales debido a la
produccion de estrégeno (E,) e inhibina, que generan una retroalimentacion negativa
en la hipofisis. A su vez cuando la FSH baja, los foliculos muestran cambios

caracteristicos, como una reduccion de la actividad estrogénica, disminucion en los
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niveles de inhibina y mayores cantidades de proteinas de union a la IGF-1, terminando

con la apoptosis de las células de la granulosa (Mihm y Bleach, 2003).

En yeguas, posterior a la desviacion, el crecimiento del FD se le atribuye a la
LH. La transicion del foliculo en crecimiento a FD y su posterior crecimiento se asocia
con las concentraciones de FSH y LH sistémicas, viéndose también afectada por
factores intrafoliculares. Se ha observado una interrelacion dinamica entre la seleccion
de foliculos y los factores intrafoliculares, como son el IGF-1 libre, las proteinas de
unién al factor de crecimiento similar a la insulina (IGFBP), la proteasa de IGFBP,
activinas, inhibinas, factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), esteroides,
hormona de crecimiento (GH), entre otras. Ademas, los factores intrafoliculares,
especialmente el IGF-1 libre, intervienen en el desarrollo folicular continuo y la
ciclicidad ovérica de las yeguas. Este estimula el crecimiento de los foliculos ovaricos
mediante la proliferacion y diferenciacion de las células de la granulosa en las ultimas
etapas del desarrollo folicular. Por otro lado, las IGFBP juegan un papel vital en la
regulacion de la concentracién de IGF-1 libre (Bashir, Ishak, Gastal M.O, Roser y

Gastal E.L, 2016).

2.6 OVULACION

La ovulacion es el momento del ciclo donde el oocito es liberado al tracto
reproductivo (Perez Anzurez, 2019), a través del rompimiento del foliculo ovarico,
permitiendo su captacion por las tubas uterinas y subsecuente fertilizacion (Morel,
2008). Esto ocurre en respuesta a cambios endocrinos (aumento gradual y progresivo
de LH), bioquimicos y citolégicos, que ocasionan el colapso del foliculo preovulatorio,
dandose en las yeguas 24 a 48 horas antes de finalizar el celo (Perez Anzurez, 2019).

El hecho de que la LH en yeguas aumente en forma gradual y progresiva (a diferencia
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de lo que ocurre en la mayoria de las especies donde es repentino), se debe a la alta
concentracion de acido sialico que le otorga a la LH una mayor vida media al
metabolizarse mas lentamente en higado. La concentracion maxima en plasma de LH
en yeguas se alcanza 24 horas después de la ovulacion (Gigli et al., 2006). La
ovulacion involucra una secuencia de eventos, que llevan a la ruptura del FD en la
zona del ovario donde se encuentra la fosa de ovulacion. Ocurre un proceso de
remodelacion, adelgazamiento y ruptura de la pared folicular, a nivel del estigma
(superficie del foliculo desprovista de vasculatura) con la consecuente liberacion del
liquido folicular, células de la granulosa y el complejo cumulus-ovocito al infundibulo

del oviducto (Boeta et al., 2018).

El aumento de los niveles de LH que precede a la ovulacion estimula la sintesis
y liberacién local de Prostaglandina E, (PGE,), Prostaglandina F,a (PGF,a) y el inicio
de la produccién de progesterona (P,) por parte de las células foliculares. La PGE,
incrementa la permeabilidad vascular de la teca, dicho cambio junto al aumento
preovulatorio del aporte sanguineo, determinan un aumento del liquido folicular. La
PGF,a provoca la liberacion de enzimas lisosomales por parte de las células de la
granulosa y el aumento local de P, lleva a que las células de la teca interna sinteticen
colagenasa debilitando a la tnica albuginea que conforma la pared folicular. Cuando
esto sucede, se forma el estigma en la zona apical siendo indicativo de que se acerca
la ovulacion; este va a ser el sitio por el cual se va a romper el foliculo (Boeta et al.,
2018). Después de la ovulacién, el foliculo colapsa, pero se vuelve a llenar de sangre
en aproximadamente 12 horas, lo que se denomina cuerpo hemorragico; y la
luteinizacion de esta estructura da como resultado la formacién de un CL (England,

2007).
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Cabe destacar que a pesar de que la yegua presenta una inversion en las capas
del estroma ovarico, la cadena de eventos es similar al del resto de los mamiferos, ya
que el lugar principal de accion de los péptidos vasoactivos, las prostaglandinas y el
TNF-a, son las células epiteliales del foliculo, quienes entran en intimo contacto con

la superficie ovérica en la fosa de ovulacion (Andrade Souza et al., 2011).

2.7 LUTEOGENESIS

El CL es una glandula endocrina transitoria que produce P,, y su desarrollo
puede dividirse en tres etapas: luteogénesis, fase de mantenimiento y lutedlisis o
regresion. Estos cambios son acompafiados por variaciones en el flujo sanguineo

(Reynolds y Redmer,1999).

La luteogénesis, incluye la diferenciacion e integracion de las células derivadas
de la granulosa y la teca, asi como de las células vasculares y reticuloendoteliales del
foliculo post-ovulatorio (Roberto da Costa, Branco, Pessa, Silva y Ferreira-Dias,
2005). Dicho proceso comienza antes de la ovulacién con cambios en la poblacion de
receptores de gonadotrofinas (Salles y Araujo, 2010), siendo la LH la gonadotropina
gue mas actla en estos receptores, llevando a la ruptura del foliculo y su posterior

transformacioén en tejido luteal (Salles y Araujo, 2010).

Las células que daran origen al CL también estan influenciadas por varios
factores angiogénicos y mitogénicos (Salles y Araujo, 2010). Los factores de
crecimiento, principalmente VEGF y bFGF (factor de crecimiento fibroblastico basico),
son responsables del desarrollo y mantenimiento de la densa red de capilares

neoformados, ademas de contribuir de manera paracrina y autocrina a la produccién
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de P,. Otros agentes como péptidos, esteroides y prostaglandinas son responsables

de modular la funcion latea y la regulacion fina de la glandula (La Paz et al., 2007).

Las células esteroidogénicas del CL, han sido clasificadas de acuerdo a su
tamafio en células chicas y células grandes. Durante la luteinizacién las células de la
teca interna y de la granulosa migran y se distribuyen en el espacio que previamente
fue ocupado por el foliculo ovulatorio. Las células de la teca interna se multiplican y
se diferencian en células Iuteas chicas (Herndndez y Zarco Quintero,1998). A
diferencia de otras especies, en la yegua, las células esteroidogénicas del cuerpo
luteo, parecen derivar exclusivamente de células de la granulosa. Las células de la
teca interna al momento de la ovulacién muestran signos de degeneracion tales como:
condensacion del citoplasma, incremento de la eosinofilia, picnosis, fragmentacion y
fagocitosis. Veinticuatro horas después de la ovulacién, la degeneracion es casi
completa, siendo sustituidas por fibroblastos hipertrofiados, los que pueden
confundirse con células tecales dando la errébnea idea de que estas Ultimas

contribuyen al tejido luteal (Van Niekerk, Morgenthal y Gerneke, 1975).

Las concentraciones maximas de P, (superior a 4 ng/ml) se alcanzan a los 4 a 7 dias
después de la ovulacion (Aurich, 2011), declinando nuevamente hacia el dia 13-15
por accion de la PGF2a (Ginther, 2012) coincidiendo con el inicio de la lutedlisis

(Aurich, 2011).

2.8 LUTEOLISIS

La lutedlisis es el mecanismo por el cual el CL sufre una degeneracion
irreversible caracterizada por la caida de las concentraciones plasmaticas de P, (Luz,
2004), < 1 ng/ml (Ginther y Beg, 2012). En la yegua comienza el dia 14 a 16 post-

ovulacién (McKinnon et al., 2011). La PGF2a es la responsable del proceso de
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lutedlisis (Luz, 2004), ésta es liberada por el endometrio en forma pulsatil, liberandose
de cinco a ocho pulsos durante dos a tres dias (Acosta y Miyamoto, 2004; Salles y
Araujo, 2010), lo que conduce a la degeneracion de la vasculatura y de las células
esteroidogénicas, siendo las células endoteliales de la microvasculatura las primeras

en sufrir el proceso de apoptosis (Salles y Araujo, 2010).

Si bien no esta claro como se desencadena el proceso de lutedlisis, parece
haber dos aspectos criticos, por un lado, el desarrollo de receptores uterinos para
oxitocina y la capacidad de liberar PGF2a en respuesta a esta; y por otro lado el
aumento de la expresion de la COX-2 en el endometrio, y por tanto la capacidad de
producir prostaglandinas, entre los dias 13y 15 post ovulacion (McKinnon et al., 2011).
La regulacion en la expresion endometrial de COX-2 es considerada un evento clave
en la induccion de la lutedlisis, por ser la enzima inductora de la produccion de PGF2a

(Boerboom et al., 2004).

Aungue se supone que la P4, el estrogeno y sus respectivos receptores
endometriales son fundamentales para establecer los diversos componentes de la
cascada luteolitica, no esta claro cémo lo hacen; como tampoco esta claro de qué
manera se pone en marcha el circulo de retroalimentacioén luteolitica PGF2a-oxitocina.
Ademas, no se sabe exactamente como ejerce los efectos luteoliticos la PGF2a, se
cree que lo mas importante seria la vasoconstriccion, la reduccion del transporte
intracelular de las células Iuteas de colesterol y la estimulacion del flujo de leucocitos,
quienes, a su vez, secretan citoquinas capaces de desencadenar la apoptosis de las

células lateas y la remodelacion de la matriz lutea (McKinnon et al., 2011).
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2.9 MANEJO REPRODUCTIVO: CONTROL HORMONAL DEL CICLO ESTRAL

Un adecuado manejo reproductivo permite mejorar la eficiencia de la
produccion equina y de esta forma lograr un aprovechamiento mayor y mas rapido de
la mejora genética (Melo et al., 2012). La fisiologia reproductiva de la yegua, con la
presencia de un anestro estacional, limita las oportunidades de concepcion,
transformando al manejo hormonal en una herramienta fundamental para optimizar el

uso de los ciclos estrales (Melo et al., 2012).

Por otro lado, la gran variacion en la duracion del estro y en el intervalo entre
su inicio y la ovulacion, hacen que estimar con precisién dicho momento sea una tarea
complicada pero necesaria (Farias, Neves, Fiala Rechsteiner, y Tarouco, 2016), ya
gue se obtienen mayores tasas de concepcion cuando se deposita el semen en el
tracto reproductivo de la yegua proximo a la ovulacién (Woods, Bergfelt y Ginther,
1990). De esta forma, la utilizaciéon de inductores de ovulacion mejora la eficiencia
reproductiva, reduce el periodo del estro y permite sincronizar inseminaciones,
disminuyendo asi gastos en transporte y optimizando las dosis de semen y el uso del
padrillo (Melo et al.,, 2012). En la actualidad la administracibn de gonadotrofina
coriénica humana (hCG) o acetato de deslorelina sigue siendo una de las practicas
mas confiables como método para inducir la ovulacién de un foliculo preovulatorio en

yeguas (Brinsko et al., 2011).

3.0 CONTROL HORMONAL APLICADO A Y SU USO EN BIOTECNOLOGIAS DE

LA REPRODUCCION

La biotecnologia de la reproduccion comprende diversas técnicas, que van
desde la IA hasta la clonacion, y estan orientadas a mejorar la eficiencia reproductiva

de los animales. Son técnicas que presentan importancia en si mismas, y pueden ser

36



usadas como herramientas en la aplicacion de otras mas modernas; como ser el caso
de la IA, en los programas de superovulacion (SO) y TE, quien a su vez es herramienta
fundamental para la produccion in vitro de embriones y clonacion animal (Palma y
Brem, 2001). Las biotecnologias se pueden clasificar en base a su desarrollo en cinco
generaciones: la primera (1908): inseminacion artificial; la segunda (1970):
caracterizada por el control y estimulacién hormonal de la hembra, la TE , congelacion
y division de embriones; la tercera (1980) se corresponde con el sexado de embriones
y espermatozoides y produccion in vitro de embriones; la cuarta (1990) se identifica
con la clonacion con células somaticas y la quinta (2000) con la transgénesis y la

edicidén génica (Palmay Brem, 2001).

3.1 Inseminacion artificial (IA)

Es la técnica mediante la cual se deposita un numero adecuado de
espermatozoides vivos, dentro del Gtero en el momento 6ptimo (Samper, 2009).
Presenta diversas ventajas, no soOlo a nivel sanitario sino también de manejo ya que,
mediante esta técnica, es posible que un Unico padrillo pueda cubrir un mayor nimero
de yeguas, ademas evita el traslado de los animales reduciendo los riesgos y costos

asociados (Intervet, 2007).

Para la inseminacion artificial se puede usar: semen fresco, cuando la colecta
del padrillo se realiza en el lugar y el semen es utilizado inmediatamente (ya sea puro
o diluido); semen refrigerado, después de la colecta el semen es diluido, enfriado
lentamente a 5° - 8° C y transportado para ser utilizado en las siguientes 12-36 horas;
y semen congelado, el cual luego de la colecta es procesado para ser almacenado en

nitrdgeno liquido durante un periodo de tiempo indefinido (Samper, 2009).
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La dosis inseminante recomendada desde hace mas de 30 afios es de 500 x
10° espermatozoides con motilidad progresiva (PMS). Dicha dosis sigue
siendo aceptada como una dosis de inseminacion estandar, independientemente de
la fertilidad del padrillo o de las mejoras que se han realizado en el manejo de las
yeguas y en los diluyentes de semen. Las dosis de inseminacion para el semen
refrigerado y congelado se han extrapolado a partir de la misma. Cuando se envasa
semen para su refrigeracion y transporte, se recomienda una dosis de 1 x 10° de
espermatozoides con motilidad progresiva (EMP) (Brinsko, 2006), esta
recomendacion se fundamenta en el estudio realizado por Hamilton y colaboradores
en 1984 en el cual usé un primer prototipo del Equitainer TM. En este trabajo, citando
el informe de Pickett y Voss (1975) de que 500 x10° EMP era la dosis 6ptima de
esperma requerida para la inseminacién y asumiendo una mortalidad del 50% durante
el transporte, se envasaron entre 1,0y 1,5 x 10° espermatozoides por envio (Douglas-
Hamilton, Osol, R., Osol, G., Driscoll y Noble, 1984). A partir de ahi, los avances en el
disefio y el funcionamiento de los contenedores de transporte, los diluyentes, las
proporciones de dilucion y las concentraciones de espermatozoides Optimas han
mejorado mucho la supervivencia de estos, sin embargo, la dosis recomendada para

el envio de semen refrigerado sigue siendo 1 x 10° EMP (Brinsko, 2006).

Con respecto a lainseminacion con semen congelado, durante la ultima década
se han conseguido importantes logros en el procesamiento, congelacion e
inseminacion (Samper, 2009). Si bien las ventajas de su uso estan establecidas
(Samper, 2009) existen también algunas limitantes como ser un manejo mas intensivo
de las yeguas. Dado que se recomienda que la inseminacion con semen congelado
se realice dentro de 12 horas previas 0 6 horas posteriores a la ovulacion, es necesario

un mayor numero de revisiones (Lazcano y Pereyra, 2020).
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El uso de agentes inductores de la ovulacion son una parte crucial del manejo
reproductivo en yeguas, ya sea para monta natural, como para programas de
inseminacion con semen refrigerado o congelado, donde la administracion de estos
en el momento Optimo del ciclo estral permite una inseminacion programada en

relacion a la ovulacion esperada (Lindholm, Ferris, Scofield y McCue, 2011).

3.2 Transferencia de embriones (TE)

La TE consiste en la colecta y transferencia de un embrion desde una yegua
donante de genética superior, al Utero de otra yegua denominada receptora, la cual

tiene como funcion gestar y criar un potro de alta calidad (Intervet, 2007).

Los beneficios de esta técnica radican en la posibilidad de obtener potrillos de
hembras de edad avanzada o muy temprana, de yeguas con antecedentes de
reabsorciones embrionarias y/o abortos y de yeguas en competencia, asi como, la
posibilidad de obtener mas de un potrillo, por yegua por afio que seran gestados por

yeguas receptoras (Camps, 2006).

La mayoria de los embriones equinos recogidos en la actualidad, tienen su
origen en ovulaciones espontaneas simples. Estos son recogidos mediante el lavado
del lumen uterino de la donante, entre el 6° y el 9° dia después de la ovulacion
(Squires, Carnevale, McCue, y Bruemmer, 2003), para luego ser transferidos al Utero
de la yegua receptora sincronizada previamente (Losinno y Aguilar, 2002). Distintos
factores pueden afectar la recuperacion del embrion, incluyendo el dia de la misma,
el niumero de ovulaciones, la edad de la donante y la calidad del semen (Squires et

al.,1999).

En la cria moderna de caballos, la prediccion precisa de la ovulacion es un

requisito previo de los sistemas de gestion eficientes. Por esto, la induccion
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farmacoldgica o la "programacion” de la ovulacion se ha adoptado de forma rutinaria
en la practica de yeguas de cria. Mediante el uso de un agente inductor de la
ovulacion, se puede reducir la ventana de tiempo dentro de la cual es probable que se
produzca la ovulacion y, por lo tanto, optimizar las tasas de prefiez, organizando los
trabajos para el momento mas apropiado en relacién con la ovulacion (Campbell,

2012).

4.0 INDUCTORES DE OVULACION

Predecir la ovulacidon en yeguas, en comparacion con otras especies es mas
complejo, debido a la prolongacion en el aumento de la LH. La prediccion de la
ovulacion es necesaria para una produccion eficiente, ya sea en sistemas de monta
natural o de IA. Lo ideal seria que, para obtener una gestacion, la yegua fuera cubierta
0 inseminada una vez al afio, minimizando asi el ndmero de
cubriciones/inseminaciones, lo cual reduce la presion sobre los padrillos y la agresion
al atero, reduciendo asi las posibilidades de endometritis inducida por estas,
aumentando la tasa de prefiez y reduciendo costos operativos (Campbell, 2012).

Las principales ventajas de predecir el momento de ovulacién son:

1. Utilizar solamente un servicio por ciclo, esto favorece a los padrillos de
alta demanda y reduce la contaminacion uterina (particularmente
necesario en yeguas con clearance uterino retrasado o mayor
susceptibilidad a infecciones uterinas);

2. Programar los transportes de las yeguas hacia los padrillos;

3. Realizar las inseminaciones cercanas a la ovulacion para semen
refrigerado o congelado, asi como para padrillos con baja fertilidad,;

4. Sincronizar donante y yeguas receptoras en programas de TE
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5. Reducir costos veterinarios y personal capacitado (Samper, 2008).

Los agentes farmacoldgicos para inducir la ovulacion, presentan maxima
eficacia cuando son administrados en yeguas con un edema endometrial evidente,
cuello uterino relajado y un foliculo de 35 mm de diametro (Samper, 2008). Un FD,
maduro, que normalmente ovularia en 3-5 dias puede madurar antes y ovular en un
plazo predecible de 24 a 48 horas post tratamiento. Cuando la ovulacidon ocurre antes
de las 24 hs, es probable que el foliculo estuviera destinado a ovular previo a la
administracion del agente inductor, en cambio cuando ovula mas de 48 hs después
de la administracion, seguramente este no se haya administrado cuando habia un
foliculo maduro. Normalmente, un foliculo respondera a un agente inductor cuando la
yegua esté en celo durante 2 o 3 dias y este haya alcanzado un tamafio minimo
caracteristico para la raza de la yegua (McKinnon et al., 2011). Siempre existid un
gran interés por saber el motivo por el cual los agentes inductores en ocasiones no
consiguen inducir la ovulacion dentro del plazo previsto; la raz6n mas aparente del
"fracaso" de cualquiera de estos agentes es, de hecho, la administracion en un
momento inadecuado, basada en una excesiva confianza en el tamaifio del FD, y en
no tener suficientemente en cuenta la relajacion cervical, el edema uterino y, los
patrones de comportamiento, asi como los dias de celo (Campbell, 2012). La eleccion
del agente inductor, debe basarse en el historial de induccion de ovulacion de la yegua
(tanto del afilo en curso, como en los anteriores), edad, tipo de sistema de cria y
aspectos practicos del momento de administracion y del manejo posterior

(particularmente para las inseminaciones con semen congelado) (Campbell, 2012).

4.1 GONADOTROFINA CORIONICA HUMANA (HCG)

La hCG, fue la primera hormona utilizada para inducir la ovulacion en yeguas y
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aun es de las mas utilizadas en la actualidad (Figueiredo et al., 2011). Es una hormona
glicoproteica (Ungerfeld, 2011), secretada por las células sincitiales de la placenta
humana (Wilson, Downie, Hughes y Roser, 1990). Esta constituida por 2 cadenas de
aminoacidos denominadas alfa (a) y beta (B), unidas no covalentemente por un puente
sulfhidrilo, donde si se separan pierden su actividad bioldgica; es decir, que ninguna
tiene actividad por si misma (Velazquez, 2014). La subunidad a es idéntica a la de la
hFSH, hLH y hTSH; y la B es altamente homodloga a la de la hLH (Ungerfeld, 2011), y
51% homodloga a la subunidad B de la gonadotrofina coriénica equina (eCG) (Greco,
2016). Presenta gran tamaiio, actividad LH (Figueiredo et al., 2011), y una vida media
de 8 a 12 horas en esta especie (Greco, 2016). Por tener una estructura semejante a
la proteina LH, sus propiedades como inductor de la ovulacion, son el resultado del
efecto directo sobre la disminucion en la concentracion del E,, el aumento de laLH y

la ovulacion dentro de las 48 h posteriores al tratamiento (Ferreira-Silva et al., 2018).

El mecanismo de accion para inducir la ovulacion en yeguas, es la unién de la
hCG a los receptores de LH presentes en las células de la granulosa y la teca del
foliculo ovarico, provocando la maduracion y la ovulacion del foliculo (Ferris, Hatzel,
Lindholm, Scofield, y McCue, 2012) en un tiempo predecible, cuando se seleccionan
yeguas en funcion del diametro folicular (foliculo de al menos 35 mm) y con signos de
estro (pliegues endometriales que acrediten el edema) (Carleton, 2011); presentando
un mayor beneficio cuando se utiliza en los primeros meses de la temporada
reproductiva (Brinsko et al., 2011). Barbacini y colaboradores en un trabajo realizado
en el afilo 2000, observé que al final de la temporada, la distribucion de la ovulacion
se desplaza significativamente a las 24 hs mientras que en la primera parte un 83%

ocurre dentro de las 25 a 48 hs frente a un 9% que se da dentro de las 0 a 24hs.
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La administracion de hCG, a una yegua en celo con un foliculo de 35 mm de
diametro induce la ovulacion en aproximadamente 36 horas (Ferris et al., 2012). Mas
del 80% de las yeguas tratadas ovularan en un plazo de 36 a 48 horas después del
tratamiento (Carleton, 2011), en cambio aquellos foliculos en vias de regresion no
responden a la hCG (Neely et al., 1989). Si se desconoce el dia del estro y el foliculo
es mayor a 35mm de diametro, la ovulacién puede ser menos predecible, pudiendo

ocurrir dentro de las 24 hs post administracion (Brinsko et al., 2011).

La dosis recomendada de hCG varia, pero oscila entre 1500 y 3300 unidades
internacionales (Ul) administradas por via intravenosa (IV) o intramuscular (IM)
(Figueiredo et al., 2011). Si bien esta prescripta por ambas vias, especialistas en
fisiologia reproductiva equina la recomiendan por via IV, ya que ademas de ser una
ruta segura, se espera que disminuya la formacion de anticuerpos anti hCG
(Youngquist y Threlfall, 2007), ya que, al ser una glicoproteina, el organismo la detecta
como un antigeno y genera inmunidad (Bartoli, 2009), provocando la subsecuente
pérdida de la eficacia farmacolégica (Figueiredo et al., 2011). Por esto, se recomienda
que la hCG no se utilice mas de una o dos veces durante una temporada de cria

(McCue, Hudson, Bruemmer y Squires, 2004).

En la literatura existe un debate sobre si las yeguas en las cuales se utiliza hCG
repetidamente tienen una respuesta menos fiable, debido posiblemente a la formacién
de anticuerpos anti-hCG (Campbell, 2012). Un estudio retrospectivo realizado por
Barbacini y colaboradores en el afio 2000 donde se evaluaron 559 yeguas y 1040
ciclos, concluyéo que la inactivacion de hCG por la formacion de anticuerpos
especificos no deberia preocupar demasiado, ya que en éste solo un 9% de los ciclos

considerados no dieron como resultado una ovulacion.
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Actualmente, parece ser que la falta de respuesta a la induccion de la ovulacion
con hCG después de su reiterado uso, esta relacionado con la dosis de hCG utilizada,
y que dicho efecto puede minimizarse reduciendo la dosis (Campbell, 2012).
Administrar hCG en dosis de 1000 a 3000 Ul, IV o IM son suficientes para inducir la
ovulacién de foliculos preovulatorios con un didmetro = 35mm en yeguas con ciclos

estrales regulares (Brinsko et al., 2011).

Un trabajo retrospectivo en el 2008 realizado por Morel y Newcombe, donde se
evaluo el efecto de ésta sobre la ovulacion dentro de las 48hs, usando dosis de 750 y
1500 UI SC se vi6 que no hubo diferencias significativas entre ellas, es decir que la
dosis de 750 Ul logra inducir la ovulacion. Por otro lado, un estudio realizado en 2011
por Beal y colaboradores, donde se usaron dosis de 1000, 1500 y 2000 UI IV concluyé
gue las tres dosis terminaron con la ovulaciéon de los foliculos entre 24-48 hs post
administracion.

Con el fin de sustituir la hCG para inducir la ovulacion y reducir los efectos no
deseados (produccién de anticuerpos), se han desarrollado farmacos alternativos
como ser el acetato de deslorelina y el extracto de pituitaria equina (EPE), dos
alternativas para sincronizar la ovulacion, que pueden ser usados en varios ciclos

consecutivos sin inducir la formacién de anticuerpos (Melo et al., 2012).

4.2 ANALOGOS DE GNRH

La GnRH es un decapéptido, que desempeiia un papel clave en el desarrollo y
el mantenimiento de la reproduccion (Ungerfeld, 2011). El hipotalamo segrega GnRH,
caracterizada por promover la secrecion de FSH y LH, por el I6bulo anterior de la
hipodfisis o adenohipdfisis, estimulando la funcién ovulatoria (Cortés-Vidauri et al.,

2018).

44



Han sido creados numerosos analogos de la molécula mediante sustitucion de
aminoacidos (aa) en varias posiciones a lo largo de la cadena, donde la sustitucion de
los dos aa terminales nos da una molécula de afinidad altamente reducida por el
receptor de GnRH. En comparacion, la sustitucion de Gly 6 por aminoacidos-D
voluminosos que contienen cadenas laterales hidrofobicas, da como resultado una
molécula mas estable, resistente a la hidrélisis enzimatica (Hyland,1993), con mayor
unién a proteinas circulantes y membranas; aumentando asi la afinidad de sus
semejantes por el receptor (Conn y Crowley, 1994). Estos tienen un periodo de accién
mas prolongado que la GnRH nativa (Hyland, 1993), por tanto, los analogos de GnRH
son mas potentes y presentan una vida media mas larga que el GhRH endogeno,
siendo considerados mas eficientes para sincronizar e inducir la ovulaciéon (Farias et

al., 2016), incluso en yeguas en anestro (Ginther y Bergfelt,1990).

Como ya se menciond, el ciclo ovulatorio en la yegua se caracteriza por
periodos de secrecion diferencial de FSH y LH, predominando éstas en la fase latea
y durante la oleada ovulatoria respectivamente. La GnRH debe regular la secrecién
diferencial de éstas durante el ciclo, donde una de las formas es a través de la
frecuencia en los pulsos de GnRH, indicando asi a los gonadotropos que sinteticen y
secreten preferentemente FSH o LH, siendo este efecto independiente de la
retroalimentacion ovarica. Durante la fase lutea los pulsos de GnRH son lentos,
favoreciendo asi la liberacion de FSH y la transcripcion de la subunidad 8 de la FSH
y durante la oleada ovulatoria esos pulsos se vuelven rapidos, y favorecen la liberacion
de LH y la transcripcién de la subunidad B de la LH (McKinnon et al., 2011). Los
cambios en la frecuencia de los pulsos de GnRH no son los Unicos medios por los que
la LH y la FSH pueden ser reguladas, los ovarios producen hormonas esteroideas y

proteicas; las mas estudiadas en yeguas son los esteroides (estradiol y progesterona)
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y la hormona proteica inhibina, quienes actdan en la hipdfisis y/o el hipotalamo
afectando la secrecion de FSH y LH, a menudo de forma diferencial (McKinnon et al.,

2011).

La respuesta al tratamiento crénico con agonistas de la GnRH tiene dos
componentes: la fase aguda, que puede durar varios dias y se caracteriza por un
aumento inmediato de la LH y la FSH en plasma, seguido de un retorno a las
concentraciones basales; y una fase cronica por una exposicion continuada al
agonista, durante la cual se bloquea la secrecion pulsatil de LH. Esto ultimo ocurre
como consecuencia de la regulacion a la baja de los receptores de GnRH en las
células gonadotropas y del desacoplamiento de las vias de los segundos mensajeros
dentro de las mismas. La falta de secrecién pulsétil de LH, y probablemente de FSH,
se mantiene mientras el agonista de GnRH esté presente en la circulacion a una

concentracion umbral (D’Occhio, Fordyce, Whyte, Aspden y Trigg, 2000).

4.2.1 Acetato de Deslorelina

Es un agonista de GnRH, aproximadamente 144 veces mas potente que la
GnRH nativa utilizado para inducir la ovulacién en yeguas ciclando (Farquhar, McCue,
Vanderwall y Squires, 2000). Estimula la liberacion de LH desde el I6bulo anterior de
la hipdfisis (adenohipdfisis), induciendo la maduracion de los foliculos y la

consiguiente ovulacion (Samper et al.,2007).

El uso de acetato de deslorelina al inicio de la estacion reproductiva, da como
resultado menores tasas de ovulacion dentro de las 48 horas, ya que las yeguas tienen
concentraciones plasmaticas de LH mas bajas; por esto, se recomienda el uso de hCG

tanto al inicio como al final de la época reproductiva (Boakari, 2014), la cual actua
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directamente sobre los receptores ovaricos de LH, mientras que el acetato de

deslorelina estimula la liberacién de LH por la hipéfisis (Squires, 2008).

Una de sus ventajas, es que su uso repetido no hace que las yeguas se vuelven
refractarias por tener un peso molecular mas bajo, a diferencia de lo que puede ocurrir

con el uso de hCG en algunas yeguas (Boakari, 2014).

La administraciéon de agonistas de GnRH (como ser el acetato de deslorelina)
han sido asociados a un retraso en el desarrollo folicular y un aumento del intervalo
interovulatorio (McCue, 2000). Dentro de las potenciales causas a esto se incluyen la
regulacion a la baja de los receptores hipofisarios de GnRH, el agotamiento de las
reservas de LH y FSH en la hipofisis, o una combinacion de ambos (Farquhar, McCue,
Nett y Squires, 2001), determinando una disminucién de la poblacién folicular (McCue,
2000). Estos efectos fueron principalmente observados con el uso del Ovuplant,
producto comercial que consiste en un pellet biocompatible impregnado con 2,1 mg
de acetato de deslorelina, la cual se libera lentamente durante un periodo de dos a
tres dias (Farquhar et al., 2000). Por esto se opt6 por la retirada del implante 48 horas
después de su insercion, evitando asi la desregulacion hipofisaria y eliminando el

problema de la falta de retorno al celo (McCue, Magee, y Gee, 2007).

En tanto, el acetato de deslorelina inyectable no induce un aumento del
intervalo interovulatorio, probablemente porque su biodisponibilidad sea mas corta y
en consecuencia no provoque una disminucion de la actividad hipofisaria (McCue et
al., 2007). Se recomienda una dosis de 1,5 mg por via IM (Samper, 2007), y para su
administracion se debe detectar previamente (mediante palpacion rectal o ecografia)
un foliculo ovérico en desarrollo de mas de 30 mm de diametro. La monta o IA debe

efectuarse antes de las 48 horas posteriores a la aplicacion del tratamiento, momento
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en el cual ocurre la ovulacion (Ovuplant, 2016). Un estudio realizado por Kino et al.,
(2014) demostré el efecto luteotrofico de ésta al estimular la secrecion de LH. Se
observé un aumento en los niveles de LH y P, postratamiento, a las 4 y 8 hs

respectivamente, en yeguas tratadas con 750 pg IM de acetato de deslorelina.

4.2.2 Acetato de Histrelina

El acetato de histrelina difiere del decapéptido natural GnRH en dos
sustituciones de aminoacidos, en la posicion del aminoacido 6, donde la L-glicina ha
sido sustituida por el aminoacido D-histidina, y en la posicion 10, donde la glicina'y su

amino terminal han sido sustituidos por N-etilamida (Pinto, 2013).

Es un potente analogo sintético de GnRH para la induccién y sincronizacién de
la ovulacion en yeguas (Strelin®, 2021), siendo méas potente que el acetato de
deslorelina o acetato de buserelina (Voge, Sudderth, Brinsko, Burns y Blanchard,
2012). Fue demostrada su capacidad para inducir y sincronizar las ovulaciones a los
2 dias de tratamiento, a dosis de 250, 500 y 1000 ug, por via IM, al igual que la
deslorelina y la hCG (Voge et al.,2012; Kiser et al.,2013), incluso al inicio de la
temporada reproductiva, cuando se sabe que las concentraciones plasmaticas de LH
son mas bajas (Santos, De Oliveira y Ferreira, 2019). Debe ser aplicado en yeguas
que presentan foliculos = 33mm de diametro, determinados por palpacién transrectal

y ultrasonografia (Strelin®, 2021).

La formulacion del acetato de histrelina de liberacion sostenida induce
eficazmente la ovulacion dentro de los 2 dias posteriores a su administracion. Ademas,
la eficacia del tratamiento con acetato de histrelina (500 o 1000 ug ) para inducir la
ovulacion dentro de las 48 horas posteriores a su administracion no difiere de la

promovida por la hCG o del acetato de deslorelina (Pinto, 2013).
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Estudios realizados por Lindholm., et al 2011; Morrissey et al.,2019 al comparar
el acetato de histrelina con el acetato de deslorelina, vieron que no hubo una diferencia
significativa en el intervalo desde el tratamiento hasta la ovulacion y el porcentaje de

yeguas que ovularon en las 48 horas post tratamiento.

4.2.3 Otros usos de la GnRH

Dentro de los protocolos para el manejo reproductivo con GnRH, se los utilizan
para inducir el celo y la ciclicidad en yeguas anestricas (Nagao et al., 2012), logrando
la ovulacion mediante la administracion de GnRH sola o en combinacion con
antagonistas de la dopamina, y mediante la administracion de extractos hipofisarios.
Ademas, la terapia con progesterona se utiliza ampliamente en un intento de acelerar
la ovulacion al final de la transicion de primavera, aunque existe controversia sobre su
eficacia real. (Donadeu y Watson, 2007). La capacidad de los tratamientos con GnRH
para inducir la ovulacién se reduce drasticamente en yeguas con bajos niveles de
actividad ovéarica como durante el anestro profundo, teniendo unas tasas de éxito del
26% en yeguas con foliculos pequefos (15 mm) al comienzo del tratamiento, frente
al 70% en yeguas con foliculos medianos y grandes (21-29 mm). Esta claro que el
proceso de recrudecimiento ovarico estacional no esta controlado Unicamente por el
hipotalamo y la hipdfisis, sino también por el propio ovario, que dicta la capacidad de
respuesta de los foliculos a los estimulos troficos en cada momento y por tanto el

momento de la ovulacion (Donadeu y Watson, 2007).

Por otro lado, hay evidencia de una mayor incidencia de ovulaciones mdultiples
en algunas yeguas con dichos tratamientos. (Nagao et al., 2012), ocurriendo

resultados similares con el uso de FSH porcina, extracto crudo de hipofisis equina
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(EPE), gonadotropina coriénica equina o inmunizacion contra la inhibina (Angel y
Bran, 2010).

El principal objetivo de las ovulaciones mudltiples es elevar la eficiencia
reproductiva y econémica de los programas de TE, por métodos convencionales y por
métodos de fertilizacion in vitro, dado que con la multiplicacion del namero de

ovulaciones se tendria un mayor niumero de embriones por donadora (McCue, 1996).

4.2.4 Prostaglandina

Los prostanoides son metabolitos obtenidos del acido araquidénico a través de
la via metabdlica conocida como ciclooxigenasa; entre ellos pueden mencionarse
tromboxanos y prostaglandinas, considerandose en este ultimo grupo a la PGF2a
como sustancia con actividad marcada sobre el control del ciclo estral.
Estructuralmente es considerada como un acido graso insaturado, compuesto por 20
atomos de carbono (Echeverria, 2006). Estan presentes en todos los tejidos animales
desempefiando una variedad de funciones, participando en diversas acciones
metabdlicas, endocrinas, procesos fisioldgicos y patologicos, entre otros (Faria y

Gradela, 2010).

Las prostaglandinas difieren de otras hormonas clasicas, su concentracion en
la circulacion sanguinea es muy baja en comparacion con esteroides u otras hormonas
peptidicas y en la mayoria de los tejidos funcionan como agentes locales potentes,

siendo eficaces cerca o en su lugar de produccién (Austin y Short, 1979).

La PGF2a es considerada como el principal agente luteolitico en yeguas,
siendo en hembras no gestantes la encargada de controlar la lisis del CL, la cual
ocurrira después de su liberacion por las células endometriales entre los dias 13y 16

post ovulacion (Faria y Gradela, 2010). Las indicaciones mas comunes para Su uso
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en forma exdgena en yeguas no gestantes incluyen, entre otras, las siguientes
(Youngquist y Threlfall, 2007): culminacion de una fase Iitea normal o una fase luteal
persistente, sincronizacion o induccién del estro, induccién de la secrecion de
gonadotropina (LH) y tratamiento de infecciones uterinas (McKinnon et al., 2011).
Otras indicaciones para su uso incluyen induccion de contracciones uterinas debido a
sus propiedades ecbdlicas (Cuervo-Arango y Newcombe, 2010a), interrupcion de
prefieces no deseadas (antes y después de la formacion de copas endometriales) y
finalizacion de prefiez anormal (como ser vesiculas trofoblasticas sin un embrion)

(Youngquist y Threlfall, 2007).

Las prostaglandinas también juegan un rol critico en otros aspectos de la
fisiologia reproductiva de las yeguas incluyendo la ovulacion, el pasaje del embridn
temprano a través del oviducto, la migracion intrauterina del conceptus durante el
reconocimiento materno de la prefiez, la relajacion cervical y la contraccién uterina

durante el parto (McKinnon et al., 2011).

Se cree que desempefian un papel obligatorio en la ruptura de la pared del
foliculo, de hecho, en yeguas, hay razones para creer que la LH (o la hCG exdgena)
desencadena la ovulacion, a través de la regulacion de la expresion en la pared del
foliculo de la enzima ciclooxigenasa 2 (COX-2), quien limita la velocidad de sintesis
de PG. De hecho, la expresion de esta en la pared del foliculo preovulatorio aumenta
bruscamente 30-33 hs. después de la inyeccion de hCG, seguida del aumento de las
concentraciones en el liquido folicular tanto de la PGE2 como de la PGF2a 36-39 hs

después de la hCG (McKinnon et al., 2011).

Las prostaglandinas mas comunmente usadas son: Dinoprost y Cloprostenol,

siendo el primero una prostaglandina de origen natural y el Cloprostenol un analogo
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sintético (Samper et al.,2007). Con respecto a su administracion, es igualmente eficaz
por via IM, IV, intrauterina, subcutanea, e intralltea, aunque generalmente se prefiere
la via IM por simplicidad y reduccién de efectos secundarios (McKinnon et al., 2011).
Se utiliza a una dosis de 5 mg/yegua SC para provocar la regresion del CL entre el
dia 5y 16 del ciclo estral, siendo el dia 0 la ovulacion (Samper, 2009). El tratamiento
de yeguas con prostaglandinas resultara en un celo a los 2 a 4 dias y provocara una
ovulacion entre los 7 a 12 dias post administracion (Neely et al., 1989) con una media
de 8 dias (Samper, 2009), pudiendo llegar a no ser efectiva durante los primeros 4 a
5 dias post ovulacién debido a que el CL es refractario a los efectos luteoliticos (Neely
et al., 1989); esto ultimo es cuestionado por un estudio mas reciente, donde observan
qgue la administracion de PGF2a logra inducir la lutedlisis de cuerpos luteos con una
existencia menor a 5 dias. Los efectos de la PGF2a sobre el CL reciente pueden variar
dependiendo la dosis, la frecuencia y el momento de la administracion (Coffman et

al.,2014).

Cuando se administran dosis repetidas antes de los 5 dias post-ovulacién se
afectara la luteogénesis, también dos inyecciones de baja dosis (0,5 mg/yegua IM)
espaciadas 12 horas son eficaces y se asocian con menos efectos secundarios

(Samper, 2009).

La variabilidad en el tiempo de respuesta esta relacionada con el tamafio del
FD al momento del tratamiento con PGF (Samper, 2009), estando inversamente
correlacionado con el intervalo hasta la ovulacion (Burden, McCue y Ferris, 2015). El
estado folicular también influye en el intervalo entre el tratamiento con PGF2a vy el
inicio del celo y la ovulacion. Cuando un foliculo grande (30 a 40 mm o mas) esta
presente en el momento de la administracion de PGF2a, se han demostrado diferentes
respuestas clinicas. En la mayoria de los casos, las yeguas entran en celo y ovulan
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dentro de los 6 dias posteriores al tratamiento con PGF2a, pero en algunos casos la
ovulacion ocurre dentro de las 24 a 72 horas y la yegua muestra pocos o0 ningun signo

de celo (Youngquist y Threlfall, 2007).

5.0 FALLAS EN LA OVULACION/RESPUESTA A INDUCTORES

El término foliculo anovulatorio hemorragico (HAF), se refiere al fracaso
ovulatorio de un foliculo preovulatorio, presentando todos los signos tipicos asociados
a la ovulacion como ser el pico de LH, la bajada brusca de E, y el aumento gradual de
P,; ademas de la disminucion del edema endometrial y un subsiguiente diestro de
duracion normal. El desarrollo de estos implica luteinizacion y hemorragia intrafolicular
(sin ruptura), de ahi la referencia a este tipo de foliculos anovulatorios como
hemorragicos (Cuervo-Arango y Newcombe, 2012). Su incidencia es de 5% y 20%
durante el inicio y el final de la temporada reproductiva respectivamente, son mas
comunes en yeguas viejas (>20 afios), con una incidencia de repetibilidad en el 50%
de los individuos y mas comunmente durante la fase folicular tardia (Ginther, Gastal,
E. L., Gastal, M. O., y Beg, 2007). Las especies en las cuales ha sido demostrado que
este fendbmeno se produce de forma natural son las vacas, yeguas y las mujeres

(Cuervo-Arango y Newcombe, 2010b).

6.0 HIPOTESIS

El acetato de histrelinay la hCG son igualmente eficaces en inducir la ovulacion

en la yegua en programas comerciales de reproduccion equina en el Uruguay.
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7.0 OBJETIVOS

7.1 OBJETIVO GENERAL

Contribuir con el conocimiento para mejorar la eficiencia reproductiva de la

industria equina en el Uruguay.

7.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar y comparar en yeguas, utilizando como farmacos inductores de la

ovulacion la hCG y el acetato de histrelina las siguientes variables:

1) Tiempo medio de ovulacidén (horas desde la administracion del inductor hasta la
ovulacion).

2) Porcentaje de respuesta de ovulacion por época del afio en primavera, verano y
otofio.

3) Porcentaje de de respuesta por edad en yeguas jovenes (1,5 a 7 afios), adultas (8
a 15 afos) y viejas (> 15 afos de edad).

4) Porcentaje de formacion de foliculos hemorragicos anovulatorios (HAF).

5) indices de prefiez.

6) Relacion entre el tamafio del foliculo mayor al momento de dar la prostaglandina

con el nimero de dias que tarda la yegua en alcanzar las condiciones de induccion.

8.0 MATERIALES Y METODOS

8.1 Lugar, animales y tiempo

Fueron evaluados registros reproductivos de 353 ciclos estrales de 125 yeguas

pertenecientes a un centro de reproducciéon privado (Laboratorio de Reproduccion
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Equina Equus), ubicado en el Departamento de Maldonado, Uruguay (34°S, 56°0),
durante cuatro temporadas reproductivas (setiembre a mayo) consecutivas (2018-
2022). Las yeguas tenian un rango de edad de 1,5 a 24 afos, peso corporal entre
360 y 600 kg, condicion corporal = 3 (1-5) (Malschitzky, 2001) y eran
predominantemente de raza Arabe, Cuarto de milla, Criollo y cruzas. Las yeguas
fueron mantenidas a campo, alimentadas con heno de alfalfa, racion balanceada y

agua ad-libitum.

8.2 Disefio experimental

Los ovarios, Utero y cérvix fueron evaluados mediante palpacion y
ultrasonografia transrectal (Sonoscape® A5, Shenzhen, China) con un transductor
lineal de 5 MHz. Una vez que las yeguas presentaban un foliculo preovulatorio de 30
a 33 mm de diametro pasaban a monitorearse cada 24 horas. Cuando demostraban
signos comportamentales de estro, diametro folicular entre 35 y 40 mm, grado de
edema endometrial 23 (0-4), Gtero y cérvix relajados, se inducia la ovulaciéon con hCG
0 acetato de histrelina como parte del manejo reproductivo de la clinica. Los ciclos
fueron distribuidos en los siguientes grupos experimentales; G1 (n=119 ciclos): 1500
Ul IV de hCG (Chorulon®, MSD Animal Health, S&o Pablo, Brasil); G2 (n=234 ciclos):
250 g acetato de histrelina IM (Sterilin®, Botupharma, Séo Pablo, Brasil). Veinticuatro
horas después de la induccion las yeguas eran evaluadas nuevamente y si no habian
ovulado dicho procedimiento se repetia cada 2 y 6 horas hasta detectar la ovulacion.
Una vez detectada la ovulacion las yeguas madres y las donantes de embriones (266
ciclos) eran inseminadas con semen congelado como parte de la rutina de trabajo de
la clinica, mientras que las yeguas receptoras (87 ciclos) no eran inseminadas. Las

yeguas que ovularon entre las 24 y 48 horas post tratamiento fueron consideradas que
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respondieron al inductor. Aquellas que ovularon antes de las 24 horas o después de
las 48 horas del tratamiento fueron consideradas como de no respuesta al inductor.

La informacion recabada incluyé: edad de las yeguas, inductor de ovulacion
utilizado, fecha y hora de aplicado el inductor, diametro del foliculo dominante y score
de edema endometrial al momento del tratamiento, intervalo de tiempo en horas entre
el tratamiento y la ovulacién, fecha y hora de ovulacion, tasa de prefiez (flushing a los
8-9 dias o diagnostico por ultrasonografia a los 14 dias) y formacion de foliculos
hemorragicos anovulatorios (HAF). En caso de utilizar prostaglandinas, 250 ug de D-
cloprostenol, IM (Dalmaprost-D, Fatro, Bologna, Italia), se registr6 el tamafio del
foliculo mayor al momento de la aplicacion y los dias que tardé la yegua en alcanzar
las condiciones de induccion. Las yeguas fueron agrupadas de acuerdo a su edad en
tres grupos: jovenes (1,5 - 7 afios; n= 128), adultas (8 — 15 afios; n= 117) y viejas (=16
afos; n= 96). De los 353 ciclos utilizados en este estudio, 12 ciclos fueron de yeguas
sin registro de edad, las cuales fueron excluidas a la hora de evaluar el efecto edad
sobre la eficacia de los inductores. EI momento de la aplicacién del inductor fue
categorizado en 3 grupos: primavera (del 23 de septiembre al 23 de diciembre; n=
151), verano (del 23 de diciembre al 23 de marzo; n= 177), otofio (del 23 de marzo al
23 de junio; n= 25).

Para ser incluidas en el estudio, el inductor de la ovulacién debié ser aplicado en
yeguas que presentaran comportamiento de estro, un solo foliculo preovulatorio entre
35y 40 mm de diametro (excluyendo las ovulaciones dobles para evitar competencia
por el inductor), edema endometrial 23 (0-4) y haber sido examinadas cada 2 a 6 horas
hasta el momento de la ovulacion. Fueron utilizados Unicamente datos de yeguas
ciclicas, que tuvieron al menos una ovulacion antes del tratamiento, excluyendo las

yeguas en fase transicional.

56



8.3 Andlisis Estadistico

Diferencias entre e intra tratamientos por época del afio, edad de las yeguas,
tasas de prefiez, formacion de HAF e intervalo de tiempo entre el tratamiento y la
ovulacion fueron determinadas utilizando un paquete de software comercial SAS v9.4
(Statistical Analysis System Institute Inc., Cary, North Carolina, USA). Se realiz6
estadistica descriptiva y tablas de contingencia de Chi-cuadrado y test exacto de
Fisher con un nivel de significancia de p < 0,05. Las variables categoricas (porcentaje
de yeguas que haya ovulado entre las 24 y 48 horas posteriores al tratamiento
(respuesta al inductor), formacion de HAF y tasas de prefiez) fueron comparadas con
el test exacto de Fisher o test de Chi-cuadrado de Pearson. Para las variables
cuantitativas (horas de ovulacién luego de aplicado el inductor) se utilizé la prueba no

paramétrica de Mann-Whitney. Los resultados fueron presentados como medias + EE.

9.0 RESULTADOS

El promedio de edad de las yeguas utilizadas fue de 9,8 + 0,37 afos (1,5-24).
El diametro promedio del foliculo al momento de la induccién fue de 38,3 + 0,18 mm
(35-40), el tiempo promedio de respuesta a los inductores independientemente de la
época del afio, edad de las yeguas y del inductor utilizado fue de 38,7 + 0,26 horas y
el porcentaje de respuesta a los inductores a lo largo de las temporadas fue de 79 %

(279/353).

La tabla 1 muestra que las yeguas que respondieron al inductor no tuvieron
diferencias (p= 0,2414) en el tiempo de respuesta (horas desde la inducciéon a la
ovulacion) entre el grupo tratado con hCG (37,22 + 3,55 horas) y el grupo tratado con
acetato de histrelina (39,35 + 4,49 horas). Sin embargo, la ovulacion ocurrié dentro de

las 24 — 48 horas luego del tratamiento en el 83,3% (195/234) de los ciclos tratados
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con acetato de histrelina, mientras que con hCG ocurrié en el 70,6% (84/119) de los
ciclos, observandose un mayor porcentaje de respuesta del acetato de histrelina sobre

la hCG (p = 0.0461) en todas las temporadas.

Tabla 1. Media = EE de horas de respuesta entre el tratamiento y la ovulacion y
porcentaje de respuesta entre tratamientos

Tratamientos

hCG (G1) Histrelina (G2)
Numero de ciclos 119 234
Tiempo de respuesta (horas) 37,2+ 355 39,3+4,49
Respuesta al inductor (%) 70,62 83,3b

abValores diferentes dentro de la fila representan diferencias estadisticas (p < 0,05)

Para la hCG hubo una menor respuesta (p < 0.019) en las yeguas viejas 39,3%
(11/28) en comparacion con las yeguas adultas 76,1% (35/46) y jévenes 91,1 %
(41/45) (Tabla 2). Las yeguas tratadas con hCG en verano respondieron en un 65,7%
(44/67) y en otofio en un 28,6% (2/7), teniendo una respuesta menor (p < 0,024) que
las tratadas en primavera 82,2% (37/45) (Tabla 3). La respuesta al acetato de
histrelina se mantuvo constante tanto para la estacion del afio (p = 0,896): 81,1%
(86/106) en primavera; 81,8% (90/110) en verano y 72,2% (13/18) en otofio (Tabla 4),
como para la edad de las yeguas (p = 0,847): 75,9% (63/83) en yeguas jovenes;

80,3% (57/71) en adultas y 82,3% (56/68) en viejas (Tabla 5).

Tabla 2. Porcentaje de respuesta (tasa de ovulacién) a la hCG por intervalo de tiempo
en horas y porcentajes de HAF para las yeguas jévenes, adultas y viejas

Edad N°Ciclos % HAF % ovulacion % ovulacion % ovulacion
24-36 h 36-48 h 24-48 h
Joven 45 2,2 16,6 74,52 91,12
Adulta 46 6,1 13,3 62,82 76,12
Vieja 28 5,6 19,6 19,7° 39,3°

ab valores diferentes dentro de las columnas representan diferencias estadisticas (p < 0,05)
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Tabla 3. Porcentaje de respuesta (tasa de ovulacion) a la hCG por intervalo de tiempo
en horas y porcentajes de HAF en primavera, verano y otofio

Estacion N° Ciclos % HAF % ovulacion % ovulacion % ovulacion
24-36 h 36-48 h 24-48 h
Primavera 45 2,2 13,3 68,9 82,22
Verano 67 6,2 17,9 47.8 65,7
Otoro 7 28,6 0,0 28,6 28,6°

ab valores diferentes dentro de las columnas representan diferencias estadisticas (p < 0,05)

Tabla 4. Porcentaje de respuesta (tasa de ovulacion) al acetato de histrelina por
intervalo de tiempo en horas y porcentajes de HAF en primavera, verano y otofio

Estacion N° Ciclos % HAF % ovulacion % ovulacion % ovulacion
24-36 h 36-48 h 24-48 h
Primavera 106 5,4 8,9 71,4 81,1
Verano 110 1,8 15,9 66,4 81,8
Otofio 18 0,0 5,6 66,6 72,2

Tabla 5. Porcentaje de respuesta (tasa de ovulacion) al acetato de histrelina por
intervalo de tiempo en horas y porcentajes de HAF para yeguas jévenes, adultas y
viejas.

Edad N°Ciclos  HAF (%) % ovulacion % ovulacion % ovulacion
24-36 h 36-48 h 24-48 h
Joven 83 3,6 9,6 66,3 75,9
Adulta 71 1,4 9,9 70,4 80,3
Vieja 68 5,9 14,7 67,6 82,3

El porcentaje de respuesta al inductor en las yeguas viejas fue mayor (p <
0,0001) para el acetato de histrelina 82,3% (56/68) que para la hCG 39,3% (11/28),
no habiendo diferencias significativas (p = 0,896) en el porcentaje de yeguas que

ovularon entre las 24 y 48 horas para las yeguas jovenes con hCG 91,1% (41/45) y
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con acetato de histrelina 75,9% (63/83), ni entre las yeguas adultas con hCG 76,2%

(35/46) y con acetato de histrelina 80,3% (57/71) (Tabla 6).

Tabla 6. Porcentaje de respuesta (tasa de ovulacion) entre las 24-48 horas entre el
acetato de histrelina y la hCG para las yeguas jovenes, adultas y viejas

Inductor N° ciclos Edades

Jovenes Adultas Viejas
Histrelina 222 75,9% (n=83) 80,3% (n=71) 82,3%? (n=68)
hCG 119 91,1% (n=45) 76,2% (n=46) 39,3%" (n=28)

ab Valores diferentes dentro de las columnas representan diferencias estadisticas (p < 0,0001)

El acetato de histrelina fue mas efectivo (p < 0,0071) que la hCG en inducir la
ovulacion durante los meses de verano con una respuesta del 81,8% (90/110) y 65,7%
(44/67) para el acetato de histrelina y hCG respectivamente, y también en otofio con
una respuesta de 72,3% (13/18) y 28,6% (2/7) para el acetato de histrelina y hCG
respectivamente. No hubo diferencias estadisticas (p = 0,836) en el porcentaje de
respuesta entre los grupos de yeguas tratadas con hCG 82,2% (37/45) y con el acetato

de histrelina 81,1% (86/106) en los meses de primavera (Tabla 7).

Tabla 7. Porcentaje de respuesta (tasa de ovulacion) entre las 24-48 horas entre el
acetato histrelina 'y la hCG en primavera, verano y otofio

Inductor NP° ciclos Estacion del afio

Primavera Verano Otoio
Histrelina 234 81,1% (n=106) 81,8%2(n=110) 72,3%2(n=18)
hCG 119 82,2% (n=45) 65,7%" (n=67) 28,6%" (n=7)

ab valores diferentes dentro de las columnas representan diferencias estadisticas (p < 0,0071)
El porcentaje de formacién de foliculos anovulatorios hemorragicos (HAF) no

vario con el inductor, ni con la edad de las yeguas, observandose una tendencia (p =
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0,084) a una mayor incidencia de HAF en el otofio (8,0%) que en la primavera y

verano independientemente del inductor utilizado (Tabla 8 y 9).

Tabla 8. Incidencia (%) de foliculos hemorragicos anovulatorios (HAF) en relacion a la
edad de las yeguas

Edad N° ciclos HAF (%)
Joven 128 3,1
Adulta 127 3,3
Vieja 86 5,8

Tabla 9. Incidencia (%) de foliculos hemorragicos anovulatorios (HAF) en relaciéon a
las estaciones del afio

Estacion N° ciclos HAF (%)
Primavera 157 45
Verano 171 3,3
Otofio 25 8,0

Asterisco (*) Representa una tendencia (p < 0,084) entre las estaciones del afio

Con respecto a la tasa de prefiez no hubo diferencias (p = 0,4259) entre los
inductores evaluados, 49% (90/184) para el acetato de histrelina y 45% (37/82) para
la hCG (Tabla 10). Tampoco se aprecio un efecto estacion del afio, ni un efecto edad

sobre las tasas de prefiez (Tabla 11).

Para la prostaglandina (PG) observamos que a mayor tamafio folicular al
momento de administrar la PG, menos dias en promedio se tarda en alcanzar las

condiciones de induccion y ovular (Tabla 12).

Tabla 10. Tasas promedio de prefiez (%) para la hCG y acetato de histrelina durante
las cuatro temporadas reproductivas

Inductor N° ciclos Tasa de Prefiez
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Histrelina 184 49

hCG 82 45

Tabla 11. Tasas de prefiez (%) para la hCG y acetato de histrelina en las yeguas
jovenes, adultas y viejas y para los meses de primavera, verano y otofio

Inductor Tasa de prefiez

Joven Adulta vieja primavera verano otofio
Histrelina 52,7 42,8 50,0 52,9 43,5 50,0
hCG 56,0 40,0 33,3 35,8 54,0 50,0

Tabla 12. Relacion entre el tamafio del foliculo mayor al momento de aplicar la
prostaglandina y los dias promedio, minimos y maximos en alcanzar las condiciones
de induccion de la ovulacion en la yegua

Diametro Folicular (mm) Dias Min Max
<20 7.1 4 15
20-25 54 3 12
26-31 4,3 2 10
32-37 3,2 1 8
>37 2,5 1 8
10. DISCUSION

Este es el primer trabajo que evalla el uso de inductores de la ovulacion en
yeguas en nuestro territorio y para nuestras condiciones de campo. El acetato de
histrelina es de los analogos menos estudiados y hay pocos trabajos que lo comparen
con la hCG. Tampoco existen estudios que evallen el efecto edad de la yegua y
estacion del afio al momento de aplicar histrelina sobre los indices de respuesta al
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inductor. Este estudio se baso en registros reproductivos de una practica privada que
se dedica principalmente a la IA con semen congelado y a la transferencia de

embriones en Uruguay.

La ovulacion en la yegua sin ningin manejo hormonal ocurre en promedio 75
horas luego que el foliculo preovulatorio alcanza los 35 mm de diametro dependiendo
de la edad, raza y época del afio (Farquhar et al., 2002; Silva et al., 2016; Jardim et
al., 2020). El presente trabajo constaté que ambos inductores fueron eficaces en
acelerar la ovulacion en la mayoria de las yeguas dentro de las 48 horas post-
tratamiento, en hembras en celo, con foliculos entre 35 y 40 mm de diametro y edema
uterino, lo que coincide con lo visto por diversos autores (Meinert et al., 1993; Mumford
et al., 1995; Farquhar et al., 2000; McCue et al., 2007; Voge et al., 2012; Kiser et al.,
2013; Silva et al., 2016; Chopin et al., 2020). El acetato de histrelina (media: 39 horas)
y la hCG (media: 37 horas) son efectivos para inducir la ovulacion en yeguas dentro
de las 24 - 48 horas post-tratamiento con un predominio dentro de las 36 - 48 h; no
detectdndose una diferencia significativa entre ambas en las horas promedio de
ovulacion en las yeguas que respondieron al inductor. En un trabajo realizado por
Chopin et al., (2020) quien comparé el tiempo de ovulacién en dias en yeguas Cuarto
de milla y Australian Stock, con hCG, acetato de deslorelina, acetato de histrelina y
hCG + acetato de deslorelina, tampoco hubo diferencias significativas entre los
inductores, pero si con el grupo control al cual se le administré suero fisioldgico; siendo
para este (4,05 + 1,61 dias) y para los grupos tratados ( acetato de histrelina 1,88 +
0,49; hCG 2,21 + 0,71;acetato de deslorelina 2,36 + 1,5; combinacion hCG- acetato
de deslorelina 1,89 + 0,31 dias). Por otro lado, un trabajo realizado por Oliveira et al.,
(2020), en el cual se evalud la eficacia del acetato de histrelina y la hCG en burras

obtuvieron como resultado que el 100% de las burras tratadas con acetato de histrelina
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y el 90% de las tratadas con hCG ovularon dentro del rango esperado (36 - 48 horas
post induccidn); una sola de las burras tratada con hCG ovulé antes de las 36 horas
posteriores a la induccidn de la ovulacion. Esta diferencia podria atribuirse al hecho
de que se utilizaron solamente 10 animales y en un rango de edad menor al nuestro

(de 3,5 a 12 afios).

Nuestros resultados condicen con los de Voge et al., (2012), quienes
compararon la eficacia de 2 dosis de acetato de histrelina con hCG. El uso de 1000 o
500 ug de acetato histrelina resulté ser al menos igual de eficaz que el tratamiento con
hCG para inducir la ovulacién dentro de los 2 dias de tratamiento durante el inicio de

la temporada reproductiva.

Algunos autores (Barbacini et al., 2000 y McCue et al., 2004) observaron un
efecto negativo del aumento de la edad de las yeguas sobre la respuesta ovulatoria a
la hCG. Al igual que en el presente trabajo, Barbacini et al., (2000) realiz6 un estudio
retrospectivo a lo largo de 5 afos, evaluando 559 yeguas y 1040 ciclos, encontrando
que en yeguas viejas (>16 afios) a las cuales se les aplic6 hCG tuvieron una mayor
dispersion en el intervalo de tiempo a la ovulacién y una menor eficacia de respuesta
que las yeguas mas jovenes. En este trabajo, observamos una diferencia en el
porcentaje de respuesta de las yeguas a favor del acetato de histrelina sobre la hCG,
dandose esta diferencia en las yeguas viejas y en los meses de verano y otofio, lo
cual concuerda con el trabajo de Barbacini et al., (2000) quienes también vieron una

menor respuesta a la hCG en la estacion reproductiva tardia.

En cambio, estos resultados no concuerdan con los obtenidos por Jardim et al.,
(2020) quienes obtuvieron una menor respuesta del acetato de histrelina (64%)

comparada con la hCG (100%) a las 48 horas post-tratamiento. Esto podria
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adjudicarse al hecho de que Jardim et al., (2020) realizaron el estudio solo en la raza
Manga Larga Marchador, no especificando la distribucién por edad de las yeguas (%
yeguas viejas), ni los meses del afio en los cuales fue realizado el estudio.
Seguramente utilizaron un numero bajo de yeguas viejas (>16 afios), sumado que el
trabajo fue realizado en Rio de Janeiro, la cual se encuentra a una latitud mas cercana
a la linea del ecuador que Uruguay, presentando una menor variacion estacional. Esto

podria explicar en parte las diferencias con nuestros resultados.

La menor respuesta de las yeguas a la hCG en los meses de verano y otofio
podria deberse a una combinaciébn de cambios estacionales en la funcion de la
pituitaria y/o en la competencia folicular. Descartamos el hecho de que estas
diferencias se debieran a una menor eficacia del inductor por haber recibido mas de 2
dosis de hCG en la misma temporada (Wilson et al., 1990; McCue et al., 2004; Green
et al., 2007; Serres et al., 2010) ya que solo un 2,8 % (10/353) de los ciclos y solo 5
yeguas (4%) recibieron 3 0 mas aplicaciones de hCG en la misma temporada.
Ademas, 4 de estas 5 yeguas respondieron al inductor sin observarse alteraciones,
s6lo en una de ellas se observo un efecto detrimental en la respuesta a la hCG con
las sucesivas aplicaciones, adjudicandose a un problema individual del animal y no a
un efecto de la produccion de anticuerpos contra hCG, lo que se condice con otros
estudios donde no se encontré un efecto negativo con aplicaciones repetidas de bajas
dosis intravenosas de hCG en la misma yegua en la misma temporada (Barbacini et
al.,, 2000; Blanchard et al., 2003; Gastal et al., 2006) por lo que es un tema
controvertido en la literatura. La menor eficacia de la hCG en las yeguas viejas podria
deberse a trastornos metabdlicos o inmunitarios inherentes de la edad que alteren la

bioactividad de la hCG y/o su biodisponibilidad.
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Otro de los datos obtenidos fue el porcentaje de formacion de foliculos
anovulatorios hemorragicos (HAF). La incidencia de HAF no tuvo relacién con el
inductor de la ovulacién utilizado, no habiendo diferencias entre la histrelina y la hCG
en la formacion de foliculos anovulatorios. Tampoco encontramos diferencias
estadisticas entre las yeguas viejas (5,8 %) y las yeguas jovenes (3,2%),
observandose una tendencia a un mayor porcentaje de HAF en el otofio (8,0%) que
en primavera (4,5%) y verano (3,3%). Estos resultados coinciden con los obtenidos
por Chopin y colaboradores (2020) quienes no tuvieron diferencia en la incidencia
para los diferentes inductores evaluados, coincidiendo ademas este con Ginther y
Gastal (2007) que al igual gue nosotros observé que la formaciéon de HAF es mas

comun y presenta un mayor porcentaje en la transicién de otofio.

Con respecto a las tasas de prefiez (TP) no hubo diferencias entre los
inductores estudiados, coincidiendo con Ferreira-Silva et al., (2018) quienes evaluaron
el efecto de la hCG y un analogo de GnRH (acetato de buserelina) sobre las TP no
encontrando diferencias entre estos. Lo mismo ocurrié en un trabajo realizado por
Segabinazzi et al.,, (2021) quien realiz6 un estudio retrospectivo durante las
temporadas reproductivas 2015-2018 en el hemisferio norte (EEUU), en el que
comparé hCG y un analogo de GnRH (acetato de deslorelina), observandose que el
uso de estos 0 su combinacion no modifica las tasas de prefiez en yeguas receptoras

después de la TE.

Para el uso de prostaglandina observamos una relacion inversamente
proporcional entre el tamafio del foliculo mayor al momento de aplicar la PG vy el
tiempo en dias que tarda la yegua en alcanzar las condiciones para poder inducir la

ovulacion y ovular. Esto concuerda con Newcombe et al., (2008) quienes vieron una
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correlacion negativa entre el diametro folicular y el intervalo entre el tratamiento y la

ovulacion.

En resumen, el presente estudio demuestra que a lo largo de cuatro
temporadas reproductivas completas y en yeguas con diferentes edades, el porcentaje
de ovulacion entre las 24 y 48 horas es mayor con acetato de histrelina que con hCG.
No hubo diferencias en la formaciéon de HAF, ni en las tasas de prefiez entre los
inductores. La hCG fue mas eficaz en inducir la ovulacion al principio de la temporada,
en los meses de primavera, que al final de la temporada reproductiva durante los
meses de verano y otofio. El acetato de histrelina fue mas efectivo que la hCG en
inducir la ovulacion en yeguas viejas y en las estaciones de verano y otofio, no
encontrandose diferencias en primavera. En conclusion, el acetato de histrelina es
mas eficaz que la hCG para inducir la ovulacion en yeguas viejas (>15 afios) y al final

de la estacion reproductiva (verano-otofio).

11. CONCLUSION

e Tanto la gonadotropina coriénica humana (hCG) como el acetato de histrelina
indujeron la ovulacion dentro de las 48 horas post-tratamiento, viéndose un
predominio en el rango de las 36-48 horas.

e El acetato de histrelina tuvo mayor porcentaje de respuesta que la hCG a lo
largo de la temporada reproductiva y en yeguas de diversos grupos etarios.
Para la hCG hubo una menor respuesta en yeguas viejas (>15 afos) y en los
meses de verano y otofio.

e No hubo diferencias en la formacion de foliculos anovulatorios hemorragicos
(HAF) entre la hCG y el acetato de histrelina.

e Latasade prefiez (TP) no presento diferencias entre los inductores estudiados.
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e Hay una relacién inversamente proporcional entre el tamafio del foliculo mayor
al momento de aplicar la prostaglandina y el intervalo de tiempo en alcanzar las

condiciones necesarias para inducir la ovulacion.

12. CONSIDERACIONES FINALES

Las fortalezas de nuestro trabajo son la cantidad de yeguas y ciclos evaluados
y la cantidad de temporadas, ya que al evaluar un nimero grande de animales y ciclos
de diversas razas y grupos etario y a lo largo de toda la temporada reproductiva nos
permite mejorar la confianza de los resultados y sacar conclusiones de nuestro
sistema productivo. La mayoria de los trabajos consultados para la realizacion de esta
tesis utilizaron cantidad de animales notoriamente menores. Por otro lado, al haberse
estudiado 4 temporadas consecutivas se pudo evaluar mejor como se comporta el
inductor a medida que se avanza en la temporada. Otro factor a destacar es el rango
de edades y su distribucion equitativa, permitiendo ver la eficiencia del mismo en
diferentes momentos de la vida reproductiva del animal. Otra de las fortalezas es que
al evaluar un programa de IA 'y TE con semen congelado nos permitié tener un control
mas preciso del momento de la induccién y de la ovulacion. Nos hubiese gustado tener
un grupo control sin tratamiento para complementar el estudio, permitiéndonos asi
comparar los resultados obtenidos con lo que hubiera ocurrido naturalmente, sin la
administracion de un inductor para: las horas desde que un foliculo alcanza un tamafio
preovulatorio y ovula, la formacion de HAF y la TP. Por ultimo, resaltar que es el primer
trabajo que evalla las drogas utilizadas en nuestro pais y en condiciones productivas
y razas criadas en el Uruguay; siendo un estudio retrospectivo que aporta datos utiles
para el veterinario clinico de campo y para el estudio de los inductores, en especial
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del acetato de histrelina para el cual no hay tantos trabajos en la literatura como de

otros analogos de GnRH.
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