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RESUMEN

La gonadotrofina coriénica humana (hCG) es una de las hormonas mds usadas para
inducir ovulacién en yeguas ciclantes. Su uso produce la ovulacién 24 - 48 h post
tratamiento, acortando el estro y disminuyendo el nimero de montas/ciclo, sin afectar
aparentemente la tasa de prefiez. Sin embargo, existen evidencias sobre posibles efectos
adversos asociados a su uso, como la generacion de anticuerpos anti-hCG, aumento de la

mortalidad embrionaria y menores tasas de prefiez.

El objetivo del presente estudio fue determinar el efecto de la induccién de la
ovulacion con hCG sobre el tamaiio del cuerpo liteo (CL) y la concentracién plasmatica de

progesterona ( [P4] ) al inicio de la prefiez en yeguas FSC.

Un total de 33 yeguas FSC fueron distribuidas en 2 grupos: 21 yeguas (grupo hCG)
a las que se aplic6 2500 UI de hCG e.v., al presentar un foliculo preovulatorio entre 35 y 42
mm, edema uterino y aceptacion del potro, indicdndose monta 12 - 24 h post-tratamiento, y,
otro de 12 yeguas (grupo C), montadas al presentar un foliculo preovulatorio > 45 mm con
caracteristicas ovulatorias, edema uterino y aceptacion del potro. Se realizé un seguimiento
ecografico diario de las caracteristicas foliculares y uterinas durante el estro. Ocurrida la
ovulacion, se midio6 el tamafio del CL los dias 1, 2, 3, 4, 8, 12, 16, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 60,
75 y 90 postovulacion (Po). A partir del dia 12 Po también se evalud el tamaiio y las
caracteristicas del saco gestacional. En forma simultdnea con la evaluacion ecografica, se

obtuvo muestras de sangre para medir la [P4] mediante radioinmunoanalisis (RIA).



El tamafio folicular preovulatorio del grupo hCG (39,2 + 2,7 mm) fue menor
(p<0,0001) al del grupo C (51,0 £ 1,8 mm). En ambos grupos, la duracién del celo fue
similar (hCG: 4,7 £ 1,7 d; C: 5,6 = 1,3 d). El nimero de montas por ciclo y por preiiez fue
menor en el grupo hCG (p<0,05). El total de las yeguas del grupo hCG ovulé 24 - 48 h
post-tratamiento. Entre las yeguas prefiadas (hCG P y C P), s6lo se detectaron diferencias
en el tamafio del CL los dias 1, 3, 40 y 45 Po, siendo el tamafio del CL menor en el grupo
hCG P (p<0,05). El tamaiio del CL de las yeguas no prefiadas fue similar (excepto el dia 3
Po; hCG NP > C NP). La [P4] fue igual en todos los grupos hasta el dia 8 Po, donde en los
subgrupos hCG NP y C NP, la [P4] bajé a concentraciones basales. Entre los subgrupos
hCG P y C P, desde el dia 8 al 90 Po no se detectaron diferencias en la [P4]. El tamafio del
saco gestacional fue igual en los subgrupos hCG P y C P. Sélo el dia 1 Po, se observo una
relacion positiva entre el tamafio del foliculo preovulatorio y el del CL. Entre el tamafio del
CL y la [P4] no se detectd asociacidn. La tasa de prefiez/ciclo fue un 26,2% menor en el
grupo hCG (hCG: 57,1%; C: 83,3%). La tasa de preiiez/temporada fue similar en ambos
grupos (hCG: 85,7%; C: 91,6%). No se observaron diferencias significativas para ambas

caracteristicas.

Se concluye que la induccién temprana de la ovulacién con hCG produce CLs mads
pequeios so6lo los primeros dias Po, sin afectar la [P4]. Una vez que las yeguas se prefian,
sin importar el tamafio del CL, la [P4] es igual entre grupos, manteniendo las yeguas hCG P
y C P de igual manera la gestaciéon. A pesar de ello, un nimero importante de yeguas

inducidas con hCG no quedaron preiadas, afectando negativamente la tasa de prefiez/ciclo.



SUMMARY

Human chorionic gonadotropin (hCG) is commonly used to induce ovulation in
cycling mares. Ovulation occurs 24 — 48 h after induction, reducing estrus duration and the
number of services per cycle, apparently not affecting pregnancy rate. However, some
negative effects have been reported, as anti-hCG antibodies development, higher embryonic

loss and lower birth rates.

The objective of this study was to evaluate the effect of hCG-induced ovulation over
corpus luteum (CL) size and plasma progesterone concentrations ( [P4] ) during early

pregnancy.

A total of 33 Thoroughbred mares were used, 21 (hCG mares) received i.v. a single
injection of 2500 IU of hCG when follicle size was > 35 and < 42 mm, with well developed
uterine edema and estrus behavior, covered by the Stallion 12 - 24 h after treatment.
Twelve mares (C mares) were covered when follicle size was > 45 mm with well developed

uterine edema and estrus behavior.

Ultrasound examination was performed daily in all mares during estrus, measuring
follicle size and evaluating uterine characteristics. After ovulation (Po), CL size was
measured on day 1, 2, 3, 4, 8, 12, 16, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 60, 75 and 90. From day 12 Po,
gestational sac measuring and evaluation was also performed. Blood samples were
collected simultaneously to ultrasound evaluation, and afterwards analyzed for [P4] by

radioinmunoassay (RIA).



Preovulatory follicle size was smaller (p<0,0001) in hCG mares (39,2 + 2,7 mm)
than in C mares (51,0 + 1,8 mm). No significant difference was observed in estrus duration
(hCG: 4,7 £1,7d; C: 5,6 £ 1,3 d). In hCG mares the number of services per cycle and per
pregnancy was lower than in C mares (p<0,05). All hCG mares ovulated 24 — 48 h after
treatment. CL size in pregnant mares (P hCG and P C), only on days 1, 3, 40 and 45 Po,
was smaller (p<0,05) in P hCG mares. CL size in non pregnant mares (NP hCG and NP C)
was similar (except on day 3 Po, NP hCG > NP C). No differences in [P4] were observed
among groups until day 8 Po. In NP hCG and NP C mares, [P4] declined to basal levels
from day 8 Po. In P hCG and P C mares, [P4] was similar, showing the same pattern from
day 8 until day 90 Po. No differences were observed in gestational sac size between P hCG
and P C mares. A positive relationship between preovulatory follicle size and CL size was
observed only on day 1 Po. No relationship between CL size and [P4] was detected.
Pregnancy rate was similar between groups, however, the one cycle pregnancy rate in hCG
mares was 26,2% lower than in C mares (hCG: 57,1%; C: 83,3%). The pregnancy rate for

the season was 85,7% in hCG mares and 91,6% in C mares.

In conclusion, early induced ovulation with hCG generates smaller CL only during
first days Po, not affecting [P4]. Once mares were pregnant (P hCG and P C), they
maintained pregnancy in the same way, with similar [P4], independent of CL size. In spite,
an important number of hCG mares did not become pregnant, affecting negatively the

pregnancy rate in the induced cycle.



INTRODUCCION

Los equinos domésticos presentan varios aspectos particulares en cuanto a su
fisiologia reproductiva, seleccién y manejo productivo. A diferencia de lo que ocurre con
otras especies pecuarias, la seleccion de estos animales se basa principalmente en sus
aptitudes deportivas, en desmedro de sus habilidades reproductivas. A pesar del alto nivel
de manejo de los haras y la intensa atencidn veterinaria a la cual estos animales estan
sujetos, diversos estudios han demostrado que los equinos presentan la menor eficiencia
reproductiva dentro de las distintas especies mamiferas pecuarias, haciendo muy dificil
alcanzar la meta de todo sistema de crianza, que es la obtencion de una cria por yegua al

ano.

Una amplia variedad de manejos, han sido introducidos con el objetivo de
incrementar la eficiencia reproductiva en yeguas. Para lograr esta mejora, sin duda es clave
poder tener cierto control sobre el ciclo estral y el momento de la ovulacién dentro de éste.
La hCG se ha utilizado hace ya muchos afios para inducir ovulacién en yeguas, asegurando
la ovulacién en un tiempo determinado, acortando la duracién del estro, permitiendo la
monta en tiempos determinados, minimizando el nimero de montas por ciclo y facilitando

el manejo reproductivo.

A pesar de las grandes ventajas que aporta el uso de este tratamiento hormonal, se
ha postulado que al aplicar la hCG sobre foliculos preovulatorios subdesarrollados, se

formaria un CL de menor capacidad esteroidogénica, lo cual se veria reflejado en menores

[P4].



Siendo la progesterona, la hormona clave para la mantencién de la gestacion, se ha
considerado la generaciéon de CLs insuficientes como una posible causa de pérdidas
tempranas de prefiez. Sin embargo, existen limitadas evidencias que sustenten la existencia
de insuficiencia luteal primaria como causante de pérdidas embrionarias tempranas en
yeguas. Con el objetivo de avanzar en el conocimiento de este aspecto, el presente estudio
tiene por finalidad determinar si la induccién hormonal de la ovulacién de foliculos
dominantes de tamafio inferior al ovulatorio normal, efectivamente genera CLs de menor

capacidad esteroidogénica, con [P4] bajas al inicio de la gestacion.



REVISION BIBLIOGRAFICA

CARACTERISTICAS REPRODUCTIVAS DE LA YEGUA

La fisiologia reproductiva en equinos domésticos, presenta particularidades propias
que inciden en su manejo productivo. En primer lugar, la yegua se define como poliéstrica
estacional de fotoperiodo largo. Durante su temporada reproductiva presenta ciclos de
duracion variable, dada principalmente por la extension del periodo de celo (entre 3 a 9 d),
ocurriendo la ovulacion 24 a 48 h antes de su término (Hafez, 1987); no presentan un pico
preovulatorio de hormona luteinizante (LH) como la mayoria de los mamiferos domésticos,
sino que la LH aumenta gradualmente durante varios dias del estro, alcanzando su méaxima
concentracion plasmaética un dia después de la ovulacién (Stabenfeldt er al., 1975). Luego
de la fecundacion, la implantacién del concepto es tardia, de modo que la mantencién del
ambiente progestacional depende exclusivamente del CL durante al menos los primeros 30
dias de gestacion, hasta la formacién de CLs secundarios (este dltimo hecho, también tnico
en la especie). La duracién de la gestacion es de alrededor de 11 meses, lo que limita la

temporada de monta.

Uno de los aspectos singulares respecto a su crianza, es la seleccion de animales
basada en sus habilidades deportivas, mientras que en otras especies pecuarias, se le da
preferencia fundamentalmente a la habilidad para reproducirse, ademds de otras cualidades
productivas. A la seleccién en funcion del rendimiento atlético y pedigri, en el caso de
equinos Fina Sangre de Carrera (FSC), debe considerarse que en el hemisferio sur las crias

cumplen afios el 1 de julio, independientemente del mes de nacimiento, tratindose de
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asegurar tanto partos como inicio de una nueva gestacion lo mas temprano dentro de la
estacion reproductiva, logrando con ésto el mayor desarrollo fisico de la cria al momento de

su debut como atleta (Hafez, 1987; Mc Donald, 1991).

El comportamiento reproductivo de la yegua, influido por el fotoperiodo, se puede

dividir en 4 fases: anestro estacional, transicion de primavera, temporada reproductiva y

transicion de otoifio.

Anestro Estacional

Usualmente ocurre durante los dias mas cortos de invierno, caracterizado por
incompetencia reproductiva en la mayoria de las yeguas. La concentracién y secrecion de
hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) a nivel de hipotdlamo durante este periodo
es baja, lo que determina que la concentracién de hormona luteinizante (LH) y foliculo
estimulante (FSH) sea también baja o indetectable, lo cual resulta en pérdida de funcién
ovdrica, con desarrollo folicular y produccién hormonal minima. La receptividad sexual
tiende a estar reducida o ausente (Frazer, 2004). Los ovarios son lisos y firmes, el ttero
aténico y de paredes delgadas. Debido a la ausencia de foliculos y CL las concentraciones

plasmadticas de estrégenos y progesterona también se mantienen bajas (Noden et al., 1975).

Transicion de Primavera

Comienza los primeros dias de Julio y las yeguas presentan receptividad sexual

irregular. Se caracteriza por un aumento de la secrecion hipotaldmica de GnRH, en repuesta
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a un alargamiento de los dias. Esto lleva a un aumento en la secrecién de FSH, sin
embargo, las concentraciones de LH permanecen bajas. En respuesta al aumento de FSH
circulante hay mayor desarrollo folicular, aumentando los foliculos en nimero y tamafio,
superando los 35 mm el foliculo de mayor didmetro. Estos foliculos en su mayoria son
anovulatorios, presentan una tasa de crecimiento de 1 a 2 mm por dia (inferior al observado
en foliculos durante la temporada reproductiva), menor vascularizacién y menor nimero de

células de la granulosa, con una produccién esteroidogénica limitada (Frazer, 2004).

Transicién de Otoflo

Periodo que presenta la mayor variacion. En respuesta a la disminucién del
fotoperiodo, al finalizar la temporada reproductiva, la conducta sexual y la ovulacién se
hacen mads errdticas (LeBlanc, 1998). Se produce una pérdida gradual del soporte
gonadotrofico para el funcionamiento ovdrico, con el consecuente menor desarrollo
folicular. Finaliza generalmente con la formacién de un foliculo preovulatorio que se hace

anovulatorio o que involuciona (Frazer, 2004).

Temporada Reproductiva

En primavera, al aumentar las horas luz, principal factor que controla la actividad
ovdrica estacional, la secrecion de melatonina desde la gldndula pineal disminuye,
permitiendo una mayor frecuencia y amplitud de liberacién pulsitil de GnRH desde el
hipotdlamo, que estimula la secrecion de FSH y LH. Las yeguas durante este periodo

manifiestan sucesivos ciclos estrales, de alrededor de 21 dias cada uno, si la gestacién no
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los interrumpe. Los ciclos consisten en 4 a 6 dias de estro, seguidos por 16 - 17 dias de
diestro. Las variaciones en la duracién total del ciclo y de cada una de sus fases se
relacionan con la estacion del afio, con mayor variabilidad durante el inicio y término de la
estacion reproductiva. La duracién del estro es mds corta en la mitad de la estacion

reproductiva y se asocia con la mejor fertilidad (LeBlanc, 1998).

Durante el estro la yegua acepta al potro, existe un desarrollo importante de
foliculos a nivel ovdrico y aumentan las concentraciones plasméticas de estrégenos que
inducen los principales cambios estructurales y conductuales. A diferencia de lo que ocurre
en otras especies, la yegua presenta altas concentraciones de LH durante un periodo
preovulatorio prolongado (7 - 8 d), con un pico Po. Como durante el estro hay maltiples
foliculos en desarrollo, esta larga exposicion a LH puede conducir a ovulaciones multiples

(LeBlanc, 1998).

Los estrégenos alcanzan concentraciones maximas (30 a 40 pg/mL) 2 a 3 dias antes
de la ovulacion (Frazer, 2004). La mayor concentraciéon de estrégenos preovulatorios
produce un efecto de retroalimentacién positiva sobre la hipdfisis, favoreciendo el aumento

de LH (LeBlanc, 1998).

La yegua durante el estro manifiesta distintos signos de celo, es excitable, relincha,
busca otras yeguas o potros, asume una posiciéon de orinar, orina en forma frecuente,
demuestra interés considerable en el recelaje, levanta la cola y expone el clitoris

(McDonald, 1991).
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A nivel del tracto reproductivo se produce edema, el cérvix se relaja y cae. El edema
es maximo 3 a 4 dias antes de la ovulacion y después de ocurrida ésta, comienza a

desaparecer (Frazer, 2004).

Antes de la ovulacion, los foliculos suelen aumentar su tamafio con rapidez.
Mediciones ecogréficas de los didmetros foliculares, a través del ciclo estral de la yegua,
reportan que luego del inicio de la etapa de dominancia folicular, lo que ocurre en promedio
7 dias previo a la ovulacién, el didmetro del foliculo dominante aumenta 2,7 mm por dia
(Pierson y Ginther, 1985). El tamafio méximo alcanzado por el foliculo preovulatorio en las
yeguas, es considerablemente mayor que en otras especies (Stabenfeldt et al., 1975). La
ovulacion espontdnea en yeguas que pesan 400 - 550 Kg, suele ocurrir a partir de foliculos
de 45-65 mm de didmetro, mientras que en las mds pequeiias (225 - 350 Kg), con foliculos
de 35 a 45 mm de diametro (LeBlanc, 1998). Al acercarse el momento de la ovulacidn,
puede haber un ablandamiento perceptible del foliculo, cambio de forma esférica a

piriforme y aumento del grosor de la pared folicular (Pierson y Ginther, 1985).

La ovulacién, considerada como el dia O del ciclo, ocurre con mayor frecuencia 24 -
48 h antes de finalizar el estro (Slusher et al., s.f.). Con frecuencia, las yeguas exhiben
signos de dolor leve en el sitio donde se presenta un foliculo recién ovulado (LeBlanc,

1998).

Una vez ocurrida la ovulacién, la yegua permanece en estro conductual durante mas
o menos 2 dias, en los cuales comienza el desarrollo del CL. Se inicia asi el diestro, periodo

caracterizado por el rechazo del padrillo por parte de la yegua (McDonald, 1991). El CL,
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formado a partir de las células foliculares remanentes, se considera maduro al dia 5 Po,
periodo durante el cual es refractario a la lutedlisis inducida por prostaglandinas. Produce
gran cantidad de progesterona, alcanzando concentraciones plasmaticas de 1,5 a 2,5 ng/mL
(4,8 a 8 nmol/L) a las 24 h y 2,0 — 5,0 ng/mL (6,4 a 15,9 nmol/L) a las 48 h Po. Se han
observado valores maximos de 8,0 a 20,0 ng/mL (25,4 a 63,6 nmol/L) en los dias 5 a 8 del
diestro, los que se mantienen altos hasta los dias 14 - 15 del ciclo estral. La progesterona
produce la contraccion del cérvix y aumento de la viscosidad de las secreciones vaginales,
estimula cambios proliferativos en el epitelio uterino y en las glandulas endometriales. A

nivel central, induce la conducta de rechazo al padrillo (LeBlanc, 1998).

En ausencia de prefiez, después del dia 12 - 14 del ciclo, el ttero secreta
prostaglandina Foa (PGF,0), que produce la regresion del CL y, con ello, la [P4] también

cae a niveles basales, permitiendo que la yegua vuelva a entrar en celo (LeBlanc, 1998).

Una vez fertilizado el oocito, el zigoto inicia su viaje a través del oviducto,
alcanzando el cuerno uterino el dia 6 postfecundacion. El dia 8, el zigoto es movido hacia el
cuerpo del utero. La fase de movilidad intrauterina del concepto contintia hasta los dias 15 a
17. Para poder mantenerse la gestacion, el embrion debe mandar sefiales antiluteoliticas a
todo el endometrio. Al parecer, un factor embrionario causa la supresion de la secrecion de
PGF,a e interrumpe la interaccion PGF,a-oxitocina durante la gestacion temprana (Frazer,

2004).
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El concepto generalmente se fija el dia 16 de gestaciéon a la base de uno de los
cuernos uterinos, posiblemente debido al aumento del tono uterino, al engrosamiento de la
pared uterina y a la rdpida expansion del producto. En yeguas primerizas o secas, la fijacion
se produce con mayor frecuencia en el cuerno derecho, mientras que en las postparto se

produce generalmente en el cuerno contralateral al de gestacién anterior (LeBlanc, 1998).

La velocidad de crecimiento del concepto equino es de alrededor de 2 - 3 mm/dia.
Hasta el dia 27 el saco vitelino provee el principal soporte nutricional, absorbiendo los
nutrientes desde el tutero. La placentacién alantocoridénica precoz comienza los dias 25 - 26.
Hasta que la placentaciéon no se haya completado (alrededor del dia 100), el producto
equino se nutre, parcial o totalmente, de las secreciones glandulares del endometrio,
absorbiéndolas a través de la superficie coriénica que se enfrenta a las mismas (LeBlanc,

1998).

A partir del dia 35 de gestacion, un grupo de células especializadas del trofoblasto
invade el endometrio, generando pequeias agrupaciones de tejido con actividad endocrina,
conocidas como las copas endometriales. Estas se vuelven visibles a partir del dia 38 — 40
como anillos pdlidos que rodean el concepto en desarrollo. Debido a que las células fetales
y maternas presentan genotipos distintos, los antigenos fetales estimulan una respuesta
inmune materna, que termina removiendo las copas endometriales alrededor del dia 120 de

gestacion.

Las copas endometriales son las responsables de secretar gonadotrofina coriénica

equina (eCQG), antes conocida como gonadotrofina sérica de yegua prefiada (PMSG), que
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posee actividad de FSH y LH. Alzas periddicas de FSH hipofisiaria estimulan una serie de
ondas foliculares ovdricas. La eCG proveniente de las copas endometriales estimula la
luteinizacion (a veces también ovulacion) de estos foliculos, generando CLs secundarios o
accesorios, que aumentan la concentracién de progesterona que previamente sélo era
producida por el CL primario originado al momento de la ovulacién. Se detectan altos
niveles de eCG desde el dia 40 al 120 de gestacion. Pérdidas embrionarias posteriores al dia
35 — 40 de gestacion no eliminan las copas endometriales, reduciendo la confiabilidad de la

medicién de eCG para el diagndstico de prenez (Frazer, 2004).

Las células trofobldsticas del embrién, en conjunto con el endometrio, forman la
superficie de contacto de la placenta. La placenta en yeguas presenta caracteristicas unicas:
no deciduada, epiteliocorial, difusa, y microcotiledonaria. Durante una gestacion normal, el
alantocorion no invasivo se extiende lentamente abarcando todo el ttero entre los dias 80 —
85 de gestacion y recién desde los dias 120 — 140 la arquitectura microcotiledonaria esta

completamente organizada (Frazer, 2004).

Durante la prefiez, la progesterona se origina en los CLs primarios y secundarios
hasta el dia 70 - 90. Luego, la gestacion se vuelve menos dependiente de la progesterona de
origen ovdrico. Sus concentraciones séricas se elevan en forma abrupta después de la
ovulacién inicial, con un pico el dia 25 y luego disminuyen hasta el dia 40 - 50, donde
comienza a evidenciarse el desarrollo de un segundo pico que alcanza su maximo punto los
dias 80 - 90. Transcurrido este periodo, la concentracion sérica de progesterona materna

manifiesta una progresiva declinacion hasta alcanzar el punto mds bajo alrededor del dia
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150. Los dias 120-150, todos los CLs involucionan, dejando a la placenta que secrete la

cantidad de progesterona necesaria para mantener la prefiez (LeBlanc, 1998).

La duracién promedio de la gestacion en la yegua FSC es de 342 + 8,5 dias (Diaz,

1991).

MANEJO REPRODUCTIVO EN YEGUAS

La meta de un sistema de crianza equino, es la obtencién de una cria por yegua al
afo, lo que no es siempre facil de lograr. Se ha demostrado que los equinos presentan la
menor eficiencia reproductiva dentro de las distintas especies mamiferas pecuarias. A esto
se agrega que la temporada reproductiva, impuesta para algunas razas, se limita a un

periodo que coincide parcialmente con el anestro estacional (Malinowski, 1993).

El principal objetivo de un programa reproductivo equino es liberar el nimero
adecuado de espermatozoides viables dentro del tracto genital de la yegua en el momento
optimo, logrando asi, la maxima probabilidad de fertilizacion. Obstaculos para lograr este
objetivo son: no poder coordinar la estacion reproductiva fisiolégica con el calendario
reproductivo impuesto por la raza, no detectar correctamente el estro y asi determinar el
momento 6ptimo del apareamiento y dificultad para identificar y/o corregir anormalidades

reproductivas de la yegua (LeBlanc, 1998).

En general, las tasas de concepcién son mds altas cuando las yeguas son

inseminadas 36 h antes y hasta el momento de la ovulacién (Slusher ez al., s.f.).
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Una variedad de manejos reproductivos han sido disefiados para maximizar la
temporada reproductiva y lograr que las yeguas se prefien temprano en la temporada. Entre
los mdas usados se encuentran: recelaje, inseminacién artificial, luz artificial, palpacién

rectal, ultrasonografia y tratamientos hormonales (Malinowski, 1993).

El recelaje consiste en presentar a la yegua ante el potro para detectar su
receptividad sexual. Los signos de conducta estral difieren en tipo e intensidad entre
yeguas. Algunas, por ejemplo, pueden mostrarse mds receptivas con un potro determinado.
Mantener registros del recelaje y de la conducta estral es muy importante dentro de un

programa de manejo reproductivo (Malinowski, 1993).

La inseminacion artificial tiene multiples beneficios como, uso de menores
volimenes de semen para inseminar, uso mas eficiente del potro, disminuir el riesgo para la
yegua y los trabajadores y reducir las infecciones uterinas. Estd permitida en todas las

razas, excepto en los FSC (Malinowski, 1993).

Programas de aplicacién de luz artificial son usados para adelantar el inicio de la
temporada reproductiva. Esto se logra con regimenes de 16 h luz y 8 h de oscuridad o un
régimen interrumpido de 10 h luz, 8 h oscuridad, 2 h luz y 4 h oscuridad, dos meses antes

de lo que se desea empezar la temporada reproductiva (Bergfelt, 2000).

La palpacion rectal y la ultrasonografia son procedimientos comunes para mejorar
la eficiencia reproductiva. Permiten la evaluacion directa de las estructuras reproductivas,

sus cambios ciclicos y estacionales, como también la deteccion de patologias del tracto
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reproductivo. Ademds, ambos manejos son usados para predecir el momento de la
ovulacién, confirmar prefiez y determinar anormalidades reproductivas (Malinowski,

1993).

La ultrasonografia utiliza ondas sonoras de alta frecuencia (2-10 MHz), producidas
por la estimulacion eléctrica de cristales piezoeléctricos. A medida que las ondas sonoras
pasan a través de interfases de tejidos de distinta densidad, una parte de ellas se reflejan
(ecos), regresan al transductor y se convierten en impulsos eléctricos, creando una imagen
en la pantalla del ecografo. El transductor es el elemento que produce el ultrasonido y
recibe los ecos. En general, a mayor impedancia de las interfases, son mayores la cantidad
de ondas sonoras reflejadas y la fuerza del eco producido. El liquido (folicular, del saco
amnidtico, etc.) es un excelente medio para la transmision de las ondas sonoras y les provee
poca impedancia, por tanto escasa reflexiéon de ecos, lo que genera en la pantalla una
imagen color negro (anecoico). Los tejidos muy densos, como el hueso del piso de la
pelvis, reflejan la mayor parte de las ondas sonoras y la imagen en la pantalla aparece
blanca (ecoica). Otros tejidos se ven en una gama de grises, seglin su capacidad para
reflejar las ondas sonoras, es decir, segin su ecogenicidad. El sonido pasa a través de los
tejidos en una banda estrecha y explora sélo una lamina delgada del mismo (LeBlanc,
1998). Los transductores de frecuencia media a media alta (5 y 7,5 MHz), son los mds
utiles para estudiar en detalle estructuras cercanas a los mismos (como se hace en el

examen transrectal del tracto reproductivo de la yegua) (LeBlanc, 1998).

La manipulaciéon de la yegua para la ultrasonografia transrectal es similar a la

palpacién rectal. Después de la palpaciéon manual se introduce el transductor. Es necesario
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asegurar un buen contacto entre el transductor y la pared rectal, para que no se interponga
aire del recto ni de un asa intestinal llena de gas o liquido entre el transductor y el sitio por

explorar (LeBlanc, 1998).

La ultrasonografia es util para el control dindmico de los cambios uterinos y
ovéricos de la yegua durante el ciclo reproductivo, permitiendo un acceso rapido y no
invasivo al tracto reproductivo, creando una imagen en tiempo real. Las posibles
aplicaciones del examen ultrasonografico de los ovarios incluye: estimacion del estadio del
ciclo estral, identificacion de los foliculos preovulatorios y de la ovulacion, examen de los
CLs y diagnéstico de alteraciones y/o lesiones ovdricas. A nivel uterino la ultrasonografia
permite: deteccion de prefiez, determinacién del tamafio uterino y de los pliegues

endometriales y diagndstico de lesiones uterinas (LeBlanc, 1998).

Usando un transductor de ultrasonido transrectal de 5-MHz, es posible detectar el
98% de los sacos gestacionales de 11 o mds dias de gestacién, mucho antes de un

diagnéstico por palpacion (Frazer, 2004).

El concepto es, en dicha etapa, muy mévil dentro de la luz uterina. Se moviliza
desde un cuerno al otro, pasando por el cuerpo y los dias 9 - 10 se encuentra con mayor
frecuencia en el cuerpo uterino. La movilidad comienza a disminuir alrededor del dia 15,
después del dia 17 no se detecta mds migracion transuterina. El saco gestacional es esférico
antes del dia 17, mientras que mds tarde es irregular. Tiene un techo o plataforma de
crecimiento entre los dias 17 y 24, luego retoma el crecimiento pero con mads lentitud

(LeBlanc, 1998).
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Las imdgenes por ultrasonido de los sacos gestacionales iniciales (10 - 14 d Po)
tienen, a menudo, una linea ecogénica brillante en los polos dorsal y ventral con respecto al
transductor. Esto no esta asociado con el disco embrionario ni con otras estructuras, sino
que se debe a una reflexion especular de los ecos (LeBlanc, 1998). El saco gestacional
puede ser confundido facilmente con quistes uterinos, ya que ellos también pueden ser
esferas anecoicas con reflejos especulares, pero no son méviles y no aumentan de tamafio

como el saco gestacional (Frazer, 2004).

El embrion dentro del saco gestacional es detectado por primera vez por medio del
ultrasonido el dia 20 - 25 y se observa en la cara ventral de éste. El latido cardiaco se
detecta, a menudo, alrededor del dia 22. El crecimiento del alantoides comienza el dia 24,
con la consecuente contraccién del saco vitelino. Esto produce el movimiento del embrién
desde ventral (dia 24) hacia dorsal (dia 40) de la vesicula. Después que el saco vitelino se
ha degenerado el dia 40, el aumento en tamafio y peso del feto causa el descenso gradual
del feto hacia el piso de la vesicula corioalantoidea, el cordén umbilical se elonga desde el
polo dorsal, observandose el feto en decubito dorsal desde el dia 50 en adelante (LeBlanc,

1998).

El gradual crecimiento del saco gestacional permite palpar distintos aumentos de
tamaio a nivel uterino a medida que avanza la gestacion. Asi, se puede describir en forma
empirica que el dia 30 es del porte de un huevo de gallina, el 35 de un huevo de ganso, el
40 a 45 del porte de una naranja (LeBlanc, 1998). El feto se hace més oval al expandirse al

tercer mes de gestacion. Al dia 90 el saco gestacional ya es del tamafio y forma de una
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pelota de futbol. Generalmente el feto recién es detectable mediante palpacion después del

dia 120 (Frazer, 2004).

La muerte embrionaria precoz se diagnostica cuando un saco gestacional no se
observa en dos exploraciones ecograficas consecutivas o cuando sélo se observa un
remanente de un saco gestacional, al detectar forma irregular e indentada del saco, pliegues
endometriales prominentes, liquido en la luz uterina, liquido vesicular con manchas
ecoicas, ausencia de latido cardiaco del embrién, mala definicién de la estructura fetal,

sacos anormalmente pequefios y/o con crecimiento mds lento (LeBlanc, 1998).

En general, la ultrasonografia (2 - 10 MHz), no causa una vibracién mecanica,
cavitacion, ni aumento térmico de suficiente magnitud como para provocar un efecto
bioldgico. En el inicio de la gestacion, este procedimiento puede realizarse aparentemente a

menudo sin perjudicar la prefiez (LeBlanc, 1998).

Los tratamientos hormonales en yeguas incluyen el uso de prostaglandina,
progesterona y progestagenos sintéticos, estrogenos, GnRH y hCG. La terapia hormonal
puede ser usada para corregir alteraciones en el ciclo estral normal, facilitando el manejo en
el periodo de transicidn, sincronizacién para programas de cruza con un potro especifico o

para transferencia embrionaria (Malinowski, 1993).

PGF,a: es liberada naturalmente por el endometrio uterino causando lutedlisis. Esta
hormona y sus andlogos, al administrarse exdgenamente, son valiosas herramientas para

inducir regresion del CL y retorno al estro (Bergfelt, 2000). Su uso es mds efectivo 6 - 8
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dias después de la ovulacion, reduciendo potencialmente el intervalo entre un estro y otro

(Slusher et al., s.f.).

Progesterona y progestidgenos: son usados para acortar estros prolongados durante el

periodo de transicion, suprimir la conducta estral y suplementar la progesterona endégena

para mantencion de la preiiez (Malinowski, 1993).

Estrégenos: su uso se limita a la induccién del estro en yeguas ovariectomizadas y en
yeguas con celos silentes. También son administrados para favorecer mecanismos de

defensa del utero (LeBlanc, 1998).

GnRH: método introducido con la finalidad de adelantar el inicio del crecimiento folicular
durante el anestro y como tratamiento alternativo al uso de hCG para inducir la ovulacién.

La respuesta ovulatoria a su aplicacién es variable (LeBlanc, 1998).

hCG: hormona de actividad similar a LH, usada para inducir la ovulacién en yeguas. Es

cominmente incorporada en programas de manejo reproductivo, para acortar el estro y

acelerar la ovulacién, dentro de la aplicacion para sincronizacién (Intervet, s.f.).
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CARACTERISTICAS Y EFECTOS DEL USO DE hCG

La hCG se introdujo con el fin de aumentar la eficiencia reproductiva en yeguas. Es
una hormona glicoproteica, producida por citotrofoblastos de placenta humana que posee

principalmente actividad biol6gica de LH en yeguas (Bergfelt, 2000).

Hace més de 40 afios que la hCG se ha usado para inducir la ovulacién de foliculos
preovulatorios en yeguas ciclantes, con el fin de asegurar la ovulacién 24 a 48 h después de
su aplicacion, acortando el estro en 1 - 3 dias y permitiendo la monta en tiempos
predeterminados, aumentando asi, aparentemente, la tasa de prefiez (McCue et al., 2004).
El uso de hCG en dosis de 1500 - 3000 UI puede estimular la ovulacién 24 - 48 h después

de su aplicacién, con un 82-90% de éxito (Meyers, 1997, Kilicarslan et al., 1996).

Para obtener los resultados deseados, es importante el momento del estro en el cual
se aplica la hCG, ya que la sensibilidad de las células foliculares es distinta. Las células de
la granulosa de foliculos pequeiios, unen menos hCG que las de foliculos grandes (Meyers,
1997). Al aplicar hCG a yeguas que manifiestan conducta estral, con buena edematizacién
endometrial y foliculos de al menos 30 mm de didmetro, se puede esperar una respuesta

satisfactoria a la induccién (Bollwein y Braun, 1999).

Un reporte sobre el uso de hCG para la induccidn de ovulacién en yeguas, demostrd
que efectivamente este tratamiento acorta en 1 a 3 dias la duracion del estro, mas, la tasa de
concepcidn fue igual a las sin tratamiento (Voss ef al., 1975). Sin embargo, en un estudio

retrospectivo de los registros de dos temporadas reproductivas sucesivas del haras “Santa
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Isabel”, V Region, se detectaron mayores pérdidas embrionarias, menores porcentajes de
pariciéon y mayor nimero promedio de montas en yeguas en las cuales se us6 hCG para la

induccidén de ovulacion, respecto a las yeguas sin tratamiento (Zaniga, 2005).

Lo anterior se podria explicar porque es frecuente que la hCG se aplique en yeguas
en las que sus foliculos no han alcanzado un tamaiio preovulatorio normal, cuyas células no
han terminado su proceso de multiplicacién y maduracién. Esto podria traducirse en que la
capacidad esteroidogénica de los CLs provenientes de estas células, sea insuficiente,

llevando a la incapacidad de las yeguas para mantener la gestacion (Zufiga, 2005).

La preparacion de las células luteales sintetizadoras de progesterona se inicia antes
de la ovulacidn, tanto asi que en algunas especies, incluida la yegua, la luteinizacién puede
incluso ocurrir sin producirse una ovulacién previa. Se debe considerar que los distintos
mecanismos que conllevan a la luteinizacién no sélo dependen de la ruptura folicular, por
lo cual la ovulacién no garantizard un desarrollo y funcién luteal normal (Smith et al.,

1994).

En un estudio en yeguas, basado en la medicién de las concentraciones de esteroides
en el fluido folicular, se demostré que foliculos de menos de 34 mm de didmetro producen
significativamente menos progesterona que los de mayor tamafio (Watson y Hinrichs,
1988). Otro estudio realizado en bovinos, en el cual se redujo el tamaio folicular mediante
aspiracion de fluido folicular (in vivo), se observd que los CLs provenientes de foliculos
aspirados eran de menor tamafio, en relacion a los CLs controles. Ademads, la [P4] fue

significativamente menor en las vacas tratadas respecto a las controles (Vasconcelos et
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al., 2001). En ovejas, otro estudio mostré que la induccién de la ovulacién 28 h antes de la
ovulaciéon espontdnea, produce CLs de menor tamafio, con menor nimero de células

esteroidogénicas y menores [P4] (Murdoch y Van Kirk, 1998).

Siendo la progesterona una hormona clave para la mantencion de la gestacion, se ha
propuesto que diversas pérdidas de prefiez se pueden relacionar con una produccién
reducida de progesterona a partir del CL, a través de distintos mecanismos: 1) insuficiencia
luteal primaria; 2) lutedlisis debido a inflamaciones uterinas con posterior liberaciéon de
prostaglandina F,q; 3) insuficiente capacidad del trofoblasto para prevenir la lutedlisis y 4)
lutedlisis posterior a endotoxemia sistémica. La lutedlisis posterior a inflamaciones uterinas
(endometritis), insuficiencia trofobldstica y endotoxemia han sido bien documentadas, no
asf la pérdida embrionaria temprana asociada a bajas [P4] debido a la formacién de CLs

insuficientes (Daels, 2004).

Estudios ultrasonogrificos han indicado que los porcentajes de pérdidas de prefiez
en yeguas sanas varian de 1,1% a 2,1% desde el dia 11 al 40 de gestacion. En yeguas
“subfértiles” los porcentajes son considerablemente mayores, registrdndose hasta el dia 11
de gestacion un 32%, del dia 11 al 15 un 7% y del dia 15 al 40 un 8%. En ausencia de otros
factores causantes de pérdidas embrionarias (como por ejemplo inflamaciones uterinas,
endotoxemia, etc.), se ha informado como posible causa la insuficiencia luteal primaria, que
hasta el momento se ha detectado en un ndmero reducido de yeguas, llevando a la

disminucién de las [P4] y posterior muerte embrionaria (Ginther, 1992).
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Estudios sobre la competencia oocitaria para la maduracion in vitro, demostraron
que la adquisicién de la competencia meidtica del oocito necesaria para la fertilizacion,
ocurre progresivamente durante el crecimiento antral del foliculo, determinando que la
competencia oocitaria estd fuertemente influenciada por el estado del ciclo estral y por el
didmetro folicular. Es por ello, que oocitos provenientes de foliculos preovulatorios al final
del estro (de didmetro mayor a 35 mm), presentan una tasa de maduracién
considerablemente mayor a aquéllos provenientes de foliculos de menor didmetro (Goudet
et al., 1998). Estos antecedentes sobre la maduracién folicular a lo largo del estro, debieran
considerarse al momento de intervenir el proceso con la induccién de la ovulacién con hCG

u otro tratamiento hormonal.
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HIPOTESIS

La induccion hormonal de la ovulacion de foliculos dominantes de tamafo inferior al

ovulatorio normal, genera CLs de menor capacidad esteroidogénica, por lo que las [P4] son

bajas al inicio de la gestacion.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de la induccién de ovulacion con hCG, sobre la actividad esteroidogénica

luteal al inicio de la prefiez en la yegua FSC.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

I.-

Evaluar el efecto de la induccién de la ovulaciéon con hCG en foliculos de tamafio
inferior al ovulatorio normal, sobre el tamafio del CL maduro.

Medir las [P4] al inicio de la gestacion, en yeguas con y sin induccién hormonal de
ovulacion.

Relacionar el tamafio del CL formado luego de la ovulacién, inducida o esponténea,
con las [P4].

Evaluar la calidad de la gestacién temprana (tamafio y densidad ecogréfica del saco
gestacional y del concepto, latidos cardiacos, desarrollo de membranas

embriofetales) en relacion a las [Py4].
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MATERIAL Y METODOS

El estudio se llevd a cabo en el haras San Patricio, ubicado en la Comuna de El

Monte, Regién Metropolitana, desde Septiembre de 2006 a Febrero de 2007.

Se us6 un total de 33 yeguas FSC de 5 a 15 afios de edad y peso corporal entre 450 y

550 kg, paridas en la temporada, por lo tanto, de fertilidad probada.

Siguiendo el manejo habitual del haras, todas las yeguas fueron mantenidas a
potrero durante el dia y estabuladas en la noche en pesebreras individuales, alimentadas en
base a pradera natural mejorada con ballica, pasto ovillo y trébol, ademds suplementadas

con avena y aditivos vitaminicos minerales comerciales y agua ad libitum.

Luego del parto normal, se inici6 la deteccidon de celo mediante un potro celador en
forma diaria. El primer celo postparto, también conocido como “celo del potrillo”, no fue
usado, debido a la baja fertilidad natural que éste presenta, asociado a la insuficiente

involucioén del tejido uterino (Pycock, 2000).

Iniciado el segundo periodo de celo, se evalué periddicamente el tracto
reproductivo, con especial énfasis en el crecimiento folicular ovarico y las caracteristicas
ecograficas propias del celo en el tejido uterino, mediante ecografias transrectales cada 24 h
con un ecografo de tiempo real, con trasductor lineal trasrectal de 5-MHz y respaldo

fotografico de las imédgenes. Durante este periodo de celo, las yeguas fueron distribuidas al
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azar en 2 grupos', un grupo de 21 yeguas a las cuales se indujo la ovulacién con hCG

(grupo hCG) y otro de 12 yeguas controles, no tratadas (grupo C).

A las yeguas integrantes del grupo hCG, se les inyecté una dosis tnica de 2500 UI

de hCG (Chorul6n®, Intervet) via e. v., al detectar las siguientes caracteristicas:

. aceptacion del potro
o diametro del foliculo dominante mayor a 35 mm e inferior a 42 mm
o edema uterino

La monta se llevd a cabo 12 - 24 h después de haber aplicado el tratamiento

hormonal.

En las yeguas del grupo C la monta se indic6 inmediatamente después de detectar:

o aceptacion del potro
o didmetro del foliculo dominante de al menos 45 mm
. caracteristicas foliculares de posible ovulacién espontdnea (cambio de forma del

foliculo, aumento del grosor de la pared folicular y ablandamiento del foliculo a la
palpacién)
o edema uterino

Si a las 48 h postmonta atin no ocurria la ovulacidn, se procedia a repetir la monta.

" El niimero de animales por grupo se determin en base a la variabilidad de la concentracién plasmética de
progesterona en hembras ciclantes y gestantes, con un o= 0,05y f =0,8.

31



El estudio ultrasonografico del tracto reproductivo continué cada 24 h hasta el dia 4
Po. Posteriormente, se realizaron ecografias los dias 8, 12, 16, 20, 25, 30, 35, 40 y 45, luego

cada 15 dias hasta el dia 90 Po.

La monta fue realizada por uno de los dos potros del haras, dependiendo del potro
designado a cada yegua en la planilla de monta del criadero (ambos potros con una

fertilidad mayor al 90% en la temporada anterior).

El diagnéstico de prefiez se realizé el dia 12 Po y fue confirmado entre el dia 14 y
16 Po. La descripcion ultrasonografica desde el dia 12 incluyé la descripcion y evaluacion
del saco gestacional y de las caracteristicas embriofetales. Toda la informacion generada en

cada evaluacion fue registrada en fichas reproductivas individuales por yegua.

En forma simultdnea con los exdmenes ecograficos, se obtuvo muestras de sangre (5
mL) por puncién yugular, con jeringas desechables heparinizadas. Inmediatamente después
de obtenidas las muestras, éstas fueron centrifugadas a 1200 x g durante 5 minutos para la
obtencion de plasma, que se mantuvo congelado a -20°C hasta su andlisis. La medicion de
la [P4] se realiz6 mediante RIA de fase sélida (Coat-a-Count®, Diagnostic Products Co.™,
EE.UU.), método previamente validado para su uso en yeguas (Reimers, 1991). El
antisuero anti-P4 es altamente especifico para progesterona, con una reactividad cruzada
particularmente baja con otros esteroides de produccién natural o drogas terapéuticas que
puedan estar presentes en las muestras de los animales. La variacion intraandlisis para una
muestra de 85,3 nmol/L. de progesterona tuvo un CV % = 4,9 y para una muestra de

concentraciones medias (21,5 nmol/L) la variacién interanalisis fue de CV % = 8,5.
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En las yeguas negativas al diagndstico de prefiez, el estudio ultrasonografico y la

obtencion de muestras de sangre finaliz6 una vez que éstas volvieron a entrar en celo.

Caracteristicas evaluadas

. Tamafio folicular: promedio entre el ancho y largo del foliculo.

. Tamafio del CL: promedio entre el ancho y largo del cuerpo liteo.

. Tamafio del saco gestacional: promedio entre el ancho y largo del saco gestacional.
. Duracion del celo: desde que se detect6 el inicio del celo con el potro celador, hasta

alcanzar una [P4] de 3,18 nmol/L equivalente a 1 ng/mL, de acuerdo a la definicion
de estro de LeBlanc (1998).

. Tasa de prefiez por ciclo: nimero de yeguas prefiadas el en ciclo en estudio, sobre el
numero de yeguas servidas en el mismo ciclo, por 100.

. Numero de montas por ciclo: promedio de las montas recibidas por yegua en el ciclo

en estudio.

Adicionalmente también se evalud las siguientes caracteristicas:

. Tasa de prefiez por temporada: nimero de yeguas prefiadas en la temporada, sobre
el nimero de yeguas servidas en la temporada, por 100.

. Numero de montas por prefiez: promedio de las montas necesarias por yegua para

quedar prefiada durante la temporada en estudio.
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Analisis Estadistico

Los resultados obtenidos en ambos grupos (hCG y C), para tamafio folicular
preovulatorio y tamafio del CL en los distintos dias de muestreo, duraciéon del celo y

nimero de montas por ciclo y por prefiez, fueron comparados por la prueba de t de Student.

Debido a que no todas las yeguas quedaron prefiadas en el ciclo en estudio, con la
finalidad de poder analizar y comparar mejor los resultados, en ambos grupos se realiz6 una
segunda clasificacion. El grupo hCG se dividié en 12 yeguas que quedaron prefiadas en el
ciclo inducido (subgrupo hCG P) y en 9 yeguas que no lo hicieron en el mismo ciclo
(subgrupo hCG NP); a su vez el grupo C se dividié en 10 yeguas prefiadas en el ciclo en

estudio (subgrupo C P) y 2 que no quedaron preiiadas en el mismo ciclo (subgrupo C NP).

El tamaiio folicular de los subgrupos hCG P, hCG NP, C P, y C NP, al inicio del
estudio, se compard mediante ANDEVA. Las variaciones en los valores de las [P4] a través
del periodo en estudio se evaluaron mediante ANDEVA para muestras repetidas. Se aplicé
andlisis de regresion para determinar el grado de asociacién entre el tamafio folicular
preovulatorio y el tamaiio del CL y entre las [P4] y el tamafio del CL. La capacidad de
concepcion y de mantencién de prefiez (Prefiez / No Prefiez) segin grupo, se analizé a
través del test exacto de una via de Fisher. Se consideré una diferencia estadisticamente
significativa cuando p < 0,05. Los resultados se expresaron como promedio + desviacion

estandar.
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RESULTADOS

Tamaifio Folicular

La distribucién del tamaiio folicular de las yeguas al inicio del celo se muestra en la
Figura 1. El promedio para esta caracteristica fue de 34,5 + 2,9 mm; 34,1 £ 5,4 mm; 33,9 +
2,6 mm; 34,2 + 1,1 mm para los subgrupos hCG P, hCG NP, C P y C NP, respectivamente.

No se observaron diferencias significativas para esta caracteristica entre subgrupos.

FIGURA 1
Tamaiio folicular por grupo el ler dia de celo en yeguas FSC tratadas y no tratadas
con hCG.
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El tamafio folicular preovulatorio fue significativamente menor (p<0,0001) en el
grupo hCG (39,2 + 2,7 mm) que en el grupo C (51,0 = 1,8 mm). Al comparar el tamafo
folicular preovulatorio dentro del grupo hCG, éste fue significativamente menor en el
subgrupo hCG P que en el hCG NP (38,46 + 2,7 mm v/s 40,4 + 2,2 mm; p = 0,046). Entre

el subgrupo C P y NP, no se detectaron diferencias.
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Respuesta al tratamiento, duracion del celo y nimero de montas

El total de yeguas tratadas con hCG ovul6 24 - 48 h después de haber aplicado el

tratamiento hormonal.

La duracién del celo en las yeguas del grupo hCG fue de 4,7 + 1,7 dias, sin

diferenciarse de la duracion del celo de las yeguas controles (5,6 £+ 1,3 dias).

El nimero de montas por ciclo en el grupo hCG fue significativamente menor al del
grupo control (1,0 v/s 2,0 £ 0,8 montas/ciclo; p < 0,001). El nimero de montas por prefiez
fue significativamente mayor en el grupo C en comparacién con el hCG (2,3 +0,8 v/s 1,9 +

0,6 montas/preiiez; p = 0,010).

Tamaino del CL

El patrén del tamaiio del CL de las yeguas prefiadas, hCG P y C P, se presenta en la
Figura 2. Se observa un crecimiento inicial de los CLs de ambos subgrupos hasta el dia 5
Po, para luego disminuir paulatinamente hasta el dia 20 de gestaciéon. Aunque en esta
primera etapa hay una tendencia a mayores tamafos en el subgrupo C P, sélo se observaron
diferencias significativas en los dias 1 y 3 (1 Po: hCG P: 29,85 + 3,7 mm; C P: 35,2 + 6,6
mm y 3 Po hCG P: 33,1 + 4,5 mm; C P: 36,7 + 5,1 mm). El dia 25 de la gestacion, el CL

del subgrupo C P muestra otro episodio de crecimiento hasta el dia 60, para luego decrecer.
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A diferencia de las yeguas control, el subgrupo hCG P no mostré cambios en el tamafio del

CL a partir del dia 25 de la gestacion.

FIGURA 2

Tamaiio promedio del CL en yeguas FSC preinadas, tratadas y no tratadas con hCG.
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En el grupo hCG, el tamafio del CL no se diferencié significativamente entre las

yeguas prefiadas y no prefiadas, desde el dia 1 hasta el 16 Po. Durante el mismo periodo,

tampoco varié el tamafio del CL entre las yeguas prefiadas y no prefiadas del grupo C.

El tamaiio del CL en las yeguas no prefiadas fue similar, excepto el dia 3 Po, donde

el tamafio del CL de las yeguas hCG NP fue significativamente mayor al de las yeguas C

NP (36,0 £ 1,4 mm y 31,1 £ 3,4 mm, respectivamente; p = 0,03) (Figura 3).
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FIGURA 3

Tamaiio promedio del CL en yeguas FSC no prefnadas, tratadas y no tratadas con
hCG.
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Concentraciéon Plasmatica de Progesterona

La [P4] comenzé a aumentar en todos los subgrupos, una vez ocurrida la ovulacion,
alcanzando una concentracién maxima el dia 8 Po (hCG P: 22,2 + 4,0 nmol/L; hCG NP:
21,4 £ 6,6 nmol/L; C P: 23,3 £ 3,3 nmol/L; C NP: 24,2 + 0,2 nmol/L), sin producirse
diferencias significativas entre subgrupos. A partir de este dia, las [P4] disminuyen, en los
subgrupos hCG NP y C NP, el descenso es constante hasta alcanzar concentraciones

basales alrededor de los dias 16-20 (Figura 4).

En los subgrupos hCG P y C P, la [P4] se mantiene hasta el dia 12 Po, luego
disminuye levemente hasta el dia 35 Po (hCG P: 16,3 £ 6,0 nmol/L; C P: 15,8 £ 4,8
nmol/L), sube nuevamente hasta el dia 45 (hCG P: 31,5 + 5,7 nmol/L; C P: 31,5 £ 9,3

nmol/L) y se mantiene hasta el dia 60 (hCG P: 30,9 £ 9,3 nmol/L; C P: 28,7 £ 7,6 nmol/L).
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A partir de este momento, comienza una disminucion leve pero sistemadtica, llegando a
concentraciones de hCG P: 26,3 = 9,2 nmol/L y C P: 23,6 £ 9,1 nmol/L el dia 90 de

gestacion. No se observaron diferencias en la [P4] entre ambos subgrupos (Figura 4).

FIGURA 4

Concentracion plasmatica de progesterona promedio en yeguas FSC, tratadas y no
tratadas con hCG, prefnadas y no preiadas.
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Tamaifio del Saco Gestacional

El tamafio del saco gestacional aumento desde el dia 12 hasta el dia 20 de gestacion,
se mantuvo hasta el dia 25 y luego aument6 sostenidamente hasta el dia 90. No se

detectaron diferencias significativas entre yeguas tratadas y controles, como se aprecia en la

Figura 5.
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Caracteristicas del Saco Gestacional

Al igual que para el tamaio del saco gestacional, no se observaron diferencias para
las distintas caracteristicas evaluadas del saco gestacional entre el subgrupo hCG Py C P.
En ambos subgrupos la primera deteccién del saco gestacional se realiz6 el dia 12 Po
(Figura 5, foto dia 12), siendo éste esférico y generalmente ubicado en el cuerpo del utero.
En 3 casos la deteccion del saco gestacional se pudo realizar recién el dia 14 Po. Desde el
dia 16 en adelante el saco gestacional se fijo en la base de uno de los cuernos uterinos y se
mantuvo en esa ubicacion. Crecié en forma similar entre grupos y a partir del dia 20
cambi6 su forma esférica a una mas irregular (Figura 5, foto dia 20). En algunas yeguas fue
posible detectar el embrién desde el dia 20. En la totalidad de las yeguas el dia 25 de
gestacion el embrion se encontré en la base del saco gestacional y con latido cardiaco
detectable (Figura 5, foto dia 25). Entre el dia 25 y 30 se hizo notoria la membrana
corioalantoidea (Figura 5, foto dia 30), detectando un desplazamiento hacia dorsal del
embrion desde el dia 25 al 35 de gestacion (Figura 5, foto dia 25 - 35). Desde el dia 40, el
feto comienza a descender dentro del saco gestacional, pudiendo observar el cordén
umbilical (Figura 5, foto dia 40 a 60). En todas las yeguas entre el dia 45 y 60 el feto se
ubicé en la base del saco gestacional (Figura 5, foto dia 45 y 60). A partir del dia 60 de
gestacion debido al gran tamafio del saco gestacional, éste no pudo evaluarse ni medirse en
su totalidad. En todos los casos el liquido amnidtico, anecoico y de caracteristicas

normales, fue aumentando paulatinamente mientras se desarrollaba la gestacion.
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FIGURA 5

Tamafio y evolucion ecografica del saco gestacional en yeguas FSC, tratadas y no

tratadas con hCG.
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Relacion entre el tamaiio folicular v el tamaifio del CL

El tamafio de CL en el primer dia Po, se relacioné débil pero positivamente con el
tamano folicular preovulatorio (r2 = 0,278; p = 0,002; Figura 6(a)). El segundo dia Po, la
relaciéon no fue significativa (r2 = 0,085; p = 0,099; Figura 6(b)). Tampoco se detectd

relacion entre ambos pardmetros los dias posteriores.
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FIGURA 6

Regresion entre tamaiio del cuerpo liiteo el 1er dia Po (a) y 2do dia Po (b) v/s el
tamaiio folicular preovulatorio.
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Relacién entre el tamafio del CL y la [P4]

En la Figura 7 se muestra los patrones de [P4] y del tamafio del CL en yeguas

prefiadas, donde se observa una aparente relacion de estas variables en el grupo C. Sin
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embargo, al realizar andlisis de regresion entre el tamafio del CL y la [P4] en cada subgrupo,
no se detectd relacion entre ambas variables en los subgrupos hCG P: r 2= 0,02; p=0,07; C
P: r?=0,006; p = 0,38; y C NP: r = 0,04; p = 0,55. En el subgrupo hCG NP, se detectd

una relacién positiva, pero de escasa magnitud, entre ambas variables (r 2= 0,09, p =0,03).

FIGURA 7
Tamaio del CL y concentracion plasmatica de progesterona, en yeguas FSC
prenadas, tratadas y no tratadas con hCG.
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Tasa de Prefiez

1) Tasa de Prefiez por Ciclo

Durante el ciclo en estudio, 12 de 21 yeguas tratadas con hCG y 10 de 12 yeguas
controles quedaron prefadas, lo que representa una tasa de prefiez al primer ciclo de 57,1%
y 83,3%, respectivamente. No se observo diferencia significativa entre grupos, sin
embargo, en términos absolutos, el grupo hCG presenté un 26,2% menos de prefiez que el

grupo C.

2) Tasa de Prefiez por Temporada

Al considerar toda la temporada en que se realizé el estudio, 18 de 21 yeguas
tratadas con hCG y 11 de 12 yeguas controles quedaron prefiadas, siendo la tasa de prefiez
para la temporada de 85,7% en el grupo hCG y de 91,6% en el grupo C. Esta diferencia del

5,9% no resulto6 ser significativa.
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DISCUSION

Este es el primer estudio realizado en nuestro pais que determina, en yeguas FSC,
mantenidas bajo las mismas condiciones, el efecto de la induccién temprana de la ovulacién
con hCG, sobre el tamaiio del CL y la [P4] desde la ovulacién hasta el dia 90 de gestacion.
La mayoria de los estudios encontrados en la literatura sélo evaltian el efecto ovulatorio de
la hormona y la tasa de prefiez obtenida después de su uso. Es asi que Voss et al. (1974) y
McCue et al. (2004) evaluaron la efectividad de una dosis de hCG 24 h previo a la
inseminacion para inducir la ovulacién y asi acortar el estro, obteniendo tasas de prefiez
similares entre yeguas tratadas y controles. Bollwein y Braun (1999), detectaron que en
presencia de foliculos preovulatorios que han alcanzado un tamafio minimo, existe una
respuesta satisfactoria al tratamiento con hCG, sin afectarse la tasa de prefiez. Un estudio
retrospectivo realizado por Zupiga (2005), detecté una respuesta positiva al estimulo
ovulatorio, sin efecto negativo sobre las tasas de prefiez, sin embargo, las yeguas tratadas
con hCG presentaron mayor porcentaje de pérdidas embrionarias y menor tasa de paricion

respecto a las no tratadas.

En el presente estudio, el total de las yeguas tratadas con hCG ovul6 24 a 48 h
después de haber recibido el tratamiento, presentando una duracién de celo que puede ser
considerada inferior a la del grupo control (p = 0,06), concordando con Voss et al. (1974),

Webel et al. (1977) y Watson y Hinrichs (1988).
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El primer dia de celo, las yeguas de ambos grupos (hCG y C) presentaron tamafios
foliculares similares, por lo cual se puede concluir que ambos grupos en estudio partieron

en las mismas condiciones.

El tamafio folicular preovulatorio de las yeguas tratadas con hCG fue
significativamente menor al de las yeguas controles, lograndose la ovulacién inducida con
tamaios foliculares menores que por la ovulacidon espontdnea, consistente con lo descrito
por Bollwein y Braun (1999). El tamaiio folicular preovulatorio del grupo C fue similar al
indicado por LeBlanc (1998) para el tamafio folicular al momento de la ovulacién
espontdnea (45 - 65 mm) en yeguas de 400 - 550 Kg. Es importante mencionar que el
tamaio preovulatorio alcanzado por las yeguas inducidas, en el presente estudio, fue similar
al obtenido en otros estudios sobre el uso de hCG para inducir la ovulacién en yeguas
(Watson y Hinrichs, 1988; Bollwein y Braun, 1999; Kerban et al., 1999 y Mc Cue et al.,

2004).

La tasa de prefiez al inducir la ovulacién con hCG en el segundo celo postparto, aun
cuando no mostré diferencias significativas, en términos absolutos fue menor en un 26,2%
en relacion a las yeguas controles (83,3 % hCG v/s 57,1 % C), lo cual difiere del 61,1% de
tasa de prefnez por ciclo obtenida por Voss ef al. (1974), como también del 44,4% de tasa

de prefiez por ciclo obtenida por Bollwein y Braun (1999).

Al comparar la tasa de prefiez por temporada, no existen diferencias significativas
entre el grupo hCG y C, encontrandose los valores obtenidos dentro del rango de 75 a 90%

descrito como normal por Pycock (2000). Ademds, la tasa de prefiez por temporada
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obtenida por el presente estudio es similar al 94,4% de tasa de prefiez al tercer ciclo
obtenida por Voss et al. (1974), habiendo inducido la ovulacién con hCG en el primer
ciclo. Esto nos permite concluir que la menor tasa de prefiez observada en el ciclo inducido,
no se debe a causas individuales, efectos estacionales, ni tampoco a deficiencias en las [P4],
sino mds bien a un efecto propio, pero ain indeterminado, del tratamiento con hCG, ya que
la mayoria de las yeguas que no quedaron prefiadas en ese ciclo (6 de 9), si lo hicieron en el
ciclo siguiente, donde no recibieron el tratamiento y ovularon espontianeamente con

tamaios foliculares preovulatorios mayores.

El nimero de montas por ciclo y por prefiez fue significativamente menor en el
grupo hCG, concordando con una de las justificaciones entregadas por Intervet (s.f.) para el
uso de hCG en yeguas, logrando un aparente uso mas racional del potro en yeguas tratadas

con hCG.

Sélo en los dias 1, 3, 40 y 45 Po, el tamaiio del CL fue significativamente menor en
las yeguas en las cuales se indujo la ovulacién de foliculos de tamafio inferior al ovulatorio
normal. Segun estos resultados, lo planteado por nuestra hipétesis se cumple parcialmente,
debido a que, a pesar de que el tamaiio del CL proveniente de foliculos de tamaiio inferior
al ovulatorio normal es menor al tamafio de los CLs de las yeguas controles en los primeros
dias Po, esta diferencia no se mantiene en el tiempo, ya que a partir del dia 4 Po no se

detectaron diferencias en el tamafio del CL entre yeguas inducidas y controles.

La diferencia en el tamano del CL observada los dias 1 y 3 Po concuerda con lo

publicado por Bergfelt (2000), quien afirma que el tamafio mdximo del CL representa
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alrededor del 65 a 80% del tamaio del foliculo preovulatorio. La ausencia de diferencia en
el tamafio del CL entre el grupo hCG y C, presente luego de los primeros dias Po,
posiblemente se deba a una maduracién y reorganizacion del CL. A partir del dia 4 Po no

se detectan diferencias ni en tamaio, ni en capacidad esteroidogénica.

A pesar de encontrarse diferencias estadisticamente significativas entre el tamaio
del CL de yeguas inducidas y controles los dias 40 y 45 de gestacién, desde un punto de
vista bioldgico y funcional su relevancia es menor, dado que ya desde el dia 40 las
diferencias en tamaifo del CL primario son menos importantes, dado que su funcién
esteroidogénica es complementada por la actividad de los CLg secundarios, como se

evidenci6 en las [P4], que no variaron en este periodo.

La [P4] encontrada en este estudio durante la gestacion temprana fue similar a la
descrita por Ganjam et al. (1975). Un patréon de progesterona plasmaética diferente fue
descrito por Burns y Fleeger (1975), donde la [P4] aumenta hasta el dia 5 Po, alcanzando
concentraciones de 13 ng/mL (41 nmol/L), se mantiene hasta el dia 30 y luego vuelve a
subir. Asimismo, Holtan et al. (1975) describe que las [P4] aumentan hasta el dia 8 Po,
luego disminuyen hasta el dia 28, volviendo a aumentar hasta el dia 60. En nuestro estudio,
las [P4] aumentaron rdpidamente los primeros dias Po, alcanzando concentraciones

alrededor de 22 nmol/L el dia 8 Po.

En las yeguas no prefiadas, desde el dia 8 Po, la [P4] decrece alcanzando niveles
basales los dias 16 — 20 Po. Este descenso se explica por la ausencia de embrién y, por lo

tanto, falta del estimulo antiluteolitico, como lo describen Van Niekerk er al. (1975).
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En las yeguas prefiadas, inducidas y controles, la [P4] disminuye después del dia 12
hasta el dia 35 y luego aumenta hasta el dia 45, alza asociada posiblemente al desarrollo de
los CLs secundarios o accesorios, en respuesta a la secrecion de eCG por las copas

endometriales a partir de los dias 35 — 40 de gestacion (Ginther, 1992).

La [P4] de las yeguas prefiadas se mantuvo hasta el dia 60, luego disminuyé hasta el
dia 90, siguiendo un patrén similar al descrito por Holtan et al. (1975) a partir del dia 60 de

gestacion.

Las maximas [P4] alcanzadas por el presente estudio el dia 45 de gestacion (31,5 +
5,7 nmol/L y 31,5 £ 9,3 nmol/L, en hCG P y C P, respectivamente), son menores a las
detectadas por Holtan et al. (1975), el dia 64 de gestacién (48 nmol/L), como también a las
maximas [P4] encontradas por Burns y Fleeger (1975) el dia 80 de gestacion (79 nmol/L).
Estas diferencias podrian deberse a las diferentes metodologias aplicadas para medir la

[P4].

En el presente estudio, a pesar de lo esperado, no se detectaron diferencias
significativas entre las [P4] de yeguas prefiadas, inducidas y controles, como tampoco entre
yeguas inducidas y controles no prefiadas. Esto, sumado a los resultados para los tamafios
del CL, rechaza la hipétesis planteada por nuestro estudio inicialmente, debido a que, a
pesar de que los CLs provenientes de foliculos de tamafio inferior al ovulatorio normal
fueron mds pequefios que los controles el dia 1 y 3 Po, los dias posteriores no se detectaron

diferencias. Ademads, independientemente del tamafio del CL detectado, las [P4] fueron
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iguales entre grupos, concluyendo que la induccién temprana de la ovulacién no tiene

efecto sobre la [P4] al inicio de la prefiez en yeguas FSC.

Los resultados demuestran, ademds, que el tamafo del CL no tiene un efecto directo
sobre su capacidad esteroidogénica, contradiciendo lo publicado por Hafez (1987) y
Ginther (1992), quienes sugirieron que cambios estructurales del CL estdn altamente
correlacionados con cambios funcionales del mismo y, por ello, la determinacién
ultrasonografica del tamafio y ecogenicidad del CL podrian usarse como una medida
indirecta de la productividad de la glandula luteal (capacidad de produccién de

progesterona).

La capacidad para mantener la gestacion fue igual en ambos subgrupos (hCG Py C
P). Datos posteriores a la finalizacion del presente estudio, indican que hasta el séptimo
mes de gestacion las tasas de prefiez se han mantenido sin variacion. Una vez que las
yeguas, hCG y Control, quedaron prefiadas, independientemente del tamafio de su CL,
presentaron la misma [P4] y mantuvieron la prefiez hasta finalizar el estudio. S6lo una
yegua, del grupo control, perdié su prefiez el dia 45 de gestacidn, sin antes presentar un
descenso de su [P4], permitiendo descartar la deficiencia de progesterona como posible
causa de la pérdida de prefiez. Esto coincide con Irvine et al. (1990), quienes describieron
que del 10 % de yeguas que normalmente pierden la prefiez entre los dias 18 y 45, rara vez
estas pérdidas se asocian a una insuficiente [P4], tanto asi, que incluso la administracién
exogena de la hormona en yeguas con historia previa de pérdidas tempranas de prefiez,

podria ser deletérea, al causar retencion de contenidos uterinos y cierre del cérvix.
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Debido a que la posible deficiencia esteroidogénica del CL, en respuesta a la
induccidon de foliculos de tamafio inferior al ovulatorio normal, fue descartada al analizar
nuestros resultados, se debe indagar en otras causales del efecto negativo obtenido por la

aplicacion de la hCG.

Estudios realizados por Goudet et al. (1997 y 1998) podrian explicar la menor tasa
de prefiez obtenida al inducir tempranamente la ovulacién. En estos trabajos se determiné
que la adquisicién de la competencia meidtica del oocito necesaria para la fertilizacion,
ocurre progresivamente durante el crecimiento antral del foliculo, determinando que la
competencia oocitaria estd fuertemente influenciada por el estado del ciclo estral y por el
didmetro folicular. Es por ello, que oocitos provenientes de foliculos preovulatorios al final
del estro (de didmetro mayor a 35 mm) presentan una tasa de maduracion
considerablemente mayor a aquellos provenientes de foliculos de menor didmetro (Goudet
et al., 1998). En el presente estudio los tamaiios foliculares alcanzados por las yeguas a las
cuales se indujo la ovulacién con hCG, fueron mayores a 35 mm, pero se debe considerar
que el tamafio folicular alcanzado en las yeguas depende del tamaifio corporal de ésta,
siendo mayores los tamafios ovulatorios para yeguas FSC, pudiendo ser la inmadurez
oocitaria una posible explicacién para las menores tasas de prefiez obtenidas. Ademads, en
yeguas pesadas no todos los foliculos de mayor tamafio estdn destinados a ovular. Algunos
de éstos podran crecer y sufrir expansion del cimulo odéforo, pero sus oocitos no
necesariamente podrdn completar la maduracion requerida para ser fertilizados (Goudet et

al., 1997).
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Teniendo en cuenta todo lo anterior, el principal resultado de nuestro estudio es que,
a pesar de lograr la ovulacién temprana en las yeguas inducidas con hCG, generando
inicialmente CLs de tamafio menor al normal, pero de capacidad esteroidogénica adecuada,
un alto porcentaje de éstas no quedan prefiadas, afectando negativamente la productividad
del criadero y retrasando toda la temporada reproductiva. Debido a que las yeguas
inducidas que no se prefaron, deben ser esperadas hasta entrar nuevamente en celo,
realizando todos los esfuerzos y manejos necesarios para que queden prefadas en el ciclo
siguiente, generando una pérdida de tiempo considerable (alrededor de 20 a 30 d) y
haciendo menos eficiente el funcionamiento del criadero, al generar los productos mas

tardiamente en la temporada.

Finalmente, tomando las precauciones necesarias y teniendo siempre en cuenta los
registros de cada yegua (como por ejemplo, el tamaiio folicular al momento de la ovulacién
espontdnea en ciclos anteriores), en casos puntuales (alta demanda del potro, disfunciones
ovdricas, necesidad de acelerar la ovulacién al final de la temporada reproductiva o en
programas de inseminacion artificial), el uso de la hCG puede ser una alternativa
terapéutica valida. No asi, el uso rutinario y masivo de la hCG en un haras de crianza, que
maneja yeguas clinica y reproductivamente sanas, pudiendo impactar negativamente la

eficiencia reproductiva del criadero.
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CONCLUSION

La induccién de la ovulacién con hCG en yeguas FSC, genera CLs més pequefios
los primeros dias Po, sin afectar la [P4] como tampoco la capacidad de mantener la
gestacion. A pesar de ello, hay una tendencia a la disminucién de la tasa de prefiez por

ciclo, pudiendo afectar negativamente la eficiencia reproductiva del criadero.

Los resultados del presente estudio indican que al manejar yeguas sanas, la hCG no

debe usarse en forma masiva e indiscriminada, con la finalidad de evitar riesgos eventuales

sobre la fertilidad.
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