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Resumen y Abstract IX

Resumen

Descripcion de parametros biométricos fetales y concentracion de
alfafetoproteina en yeguas de grupo racial criollo colombiano en el ultimo
tercio de la gestacién

La evaluacion de la gestacion por medio de biomarcadores y ultrasonografia para detectar
patologias fetales y placentarias son herramientas importantes para el diagndstico
oportuno de patologias del feto y la placenta. La Alfafetoproteina (AFP) es una
glicoproteina producida por el higado fetal y a través de la placenta llega a sangre periférica
de la madre durante la gestacién. Este biomarcador ha sido utilizado en medicina humana
para detectar patologias fetales y placentarias. Los objetivos del estudio fueron determinar
la variacién de la concentracién de Alfafetoproteina en yeguas de grupo racial criollo
colombiano en la Sabana de Bogota durante el Ultimo tercio de la gestacién y asociar la
variacion sérica de Alfafetoproteina con los cambios ultrasonogréficos de la placenta y feto,
el tipo de parto y la sobrevivencia neonatal. Dentro de los materiales y métodos se utilizd
una poblacion de 21 yeguas gestantes a las cuales se les tomaron muestras de sangre de
la vena yugular y un examen ultrasonogréfico rectal y transabdominal, para evaluar la unién
Utero placentaria, la frecuencia cardiaca del feto, 6rbita fetal y el didmetro de la arteria aorta
fetal a partir del séptimo mes de gestacion hasta el parto. La concentracion de
Alfafetoproteina fue medida por un ensayo de ELISA para AFP especie: Equus caballus
de USBiologycal®. Se analizaron los datos por medio de medidas repetidas en el tiempo,
para evaluar los cambios mes a mes. La concentracién de Alfafetoproteina presentd un
aumento a medida que avanzé la gestacion. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en su concentracion en los meses de gestacion evaluados,
como tampoco una relacién con los parametros ultrasonograficos de feto y placenta. Los
parametros de viabilidad, el grosor Gtero placentario transabdominal y transrectal, el
diametro de la aorta y la orbita fetal aumentan a medida que avanza la gestacion, a
excepcion de la frecuencia cardiaca la cual disminuye con el avance de la gestacion. Se

encontré un diametro aértico menor al reportado en razas de mayor tamafio, no se observo
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un efecto de la edad, el peso de la yegua, el sexo de la cria y el método de reproduccion
sobre los parametros de viabilidad. Esto con el fin de brindar una nueva herramienta para
la evaluacion de viabilidad fetal y patologias de la placenta en el Ultimo tercio de la
gestacion. Estos pardmetros de viabilidad fetal tomados de yeguas con gestaciones
normales sirven de guia para evaluar clinicamente el desarrollo de la gestacion en yeguas

criollas colombianas.

Palabras claves: Alfafetoproteina, placenta, equinos, gestacion, feto

Abstract

Description of fetal biometric parameters and Alpha-fetoprotein concentration in
mares of the Colombian Creole breed group in the last third of gestation
The evaluation of pregnancy through biomarkers and ultrasonography to detect fetal and
placental pathologies are important tools for the early diagnosis of fetal and placental
pathologies in horses. Alphafetoprotein (AFP) is a glycoprotein produced by the fetal liver
and reaches the mother's peripheral blood through the placenta during pregnancy. This
biomarker has been used in human medicine to detect fetal and placental pathologies. The
objectives of the study are to determine the variation of the concentration of AFP in mares
of the Colombian Creole racial group in the Bogota savanna during the last third of gestation
and associate the serum variation of AFP with the ultrasound changes of the placenta and
fetus, type of delivery and neonatal survival. A population of n=21 pregnant mares was
used, from which blood samples were taken from the jugular vein, and a rectal and
transabdominal ultrasonographic examination, this was used to evaluate the uteroplacental
union, fetal heart rate, fetal orbit, and the diameter of the fetal aortic artery from the seventh
month of gestation until delivery; AFP concentration was measured by an ELISA assay for
AFP species: Equus caballus from USBiologycal®; the data was analyzed using repeated
measures over time to assess month to month changes. Although AFP concentration
showed an increase as gestation progressed, no statistically significant differences were
found in its concentration in the gestational months evaluated, and there was no
relationship with the ultrasonographic parameters of the fetus and placenta. Furthermore,
it was found that viability parameters increase as gestation progresses, except for heart
rate, which decreases with advancing gestation. An aortic diameter smaller than reported

in larger breeds was found. No effect of age, the weight of the mare, the sex of the foal and
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the method of reproduction was observed. This study seeks to provide a new tool for the
evaluation of fetal viability and pathologies of the placenta in the last third of gestation and
serve as a guide to clinically evaluate the development of pregnancy in Colombian Creole

mares.

Key words: Alphafetoprotein, placenta, equine, gestation, fetus
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Introduccioén

La evaluacion de la gestacion equina en el Ultimo tercio se ha convertido en un reto
diagnostico para médicos veterinarios; a pesar de esto la investigacion en este &mbito no
ha avanzado al mismo nivel que las técnicas reproductivas para aumentar las tasas de
prefiez (Bucca, De Oliveira, Cunanan, Vinardell, & Troedsson, 2020; Troedsson, 2007). La
dificultad que se presenta al tener un feto de gran tamafio y un largo y variable periodo de
gestacion hacen que los estudios para la evaluacién del feto y la gestacion sean dificiles
de realizar (Fowden, Giussani, & Forhead, 2020; Satué, Felipe, Mota, & Mufioz, 2011).

Dentro de las herramientas diagnésticas con las que se cuentan hoy en dia para evaluar
viabilidad fetal y placentaria se encuentra la ultrasonografia como un método no invasivo
y de féacil acceso, su uso puede ayudar a detectar cambios tempranos en la morfologia de
la placenta y a evaluar la viabilidad fetal (Bucca, Fogarty, Collins, & Small, 2005a; V. Reef,
Vaala, Worth, Sertich, & Pamela, 1996; CD. Renaudin, Troedsson, Gillis, King, & Bodena,
1997). Se ha descrito que en yeguas con gestaciones en riesgo, el monitoreo
ultrasonogréfico intensivo para la deteccion temprana de cambios y su respectivo
tratamiento aumentan la probabilidad que esta pueda producir un potro vivo (Carricka,
Beggb, Perkinsc, & O’'Meara, 2010); a pesar de esto, la sensibilidad y especificidad de la
ecografia no estan suficientemente estudiadas (Canisso, Ball, Scogging, et al., 2015).

En conjunto con la ultrasonografia, las hormonas producto de la union Gtero placentaria
se han utilizado para evaluar posibilidades de riesgo durante la gestacion (Canisso et al.,
2017; E. L. Legacki et al., 2019). Se ha demostrado que los cambios en la concentracion
de estrogenos y progestagenos en suero materno después del dia 241 de gestacion son
significativamente diferentes entre yeguas que parieron potros sanos o muertos (Shikichi
et al., 2017). Sin embargo, la inherente reaccion cruzada de los inmunoensayos contra los
progestagenos medidos en la gestacion tardia, imposibilita la determinacion de los
cambios en progestagenos especificos, lo cual puede ser valioso para el diagnostico del

funcionamiento anormal de la placenta en yeguas (Wynn, Esteller-Vico, et al., 2018).



2 Introduccién

Con respecto a los estrogenos, la concentracion de 17 estradiol cambia rapidamente en
el plasma de yeguas con placentitis ascendente, contrario al sulfato de estrona, el cual
cambia solo muy cerca del aborto (Canisso et al., 2017), raz6n por la cual dan una

referencia temprana del estado de la placenta y el feto.

Se ha despertado un creciente interés en la medicion de biomarcadores como una
herramienta Util en el diagnéstico de patologias del feto y la placenta (Bazzano,
Marchegiani, Troisi, McLean, & Laus, 2022; Canisso, Loux, & Lima, 2020; C.E. Fedorka et
al., 2021; A. E. Hughes et al., 2019). Esta investigacion se enfoca en la medicion de
Alfafetoproteina, una glicoproteina producida mayormente por el higado fetal, la cual ha
sido utilizada como marcador de patologias fetales en humanos y se ha reconocido como
un potencial marcador en sangre para el diagndéstico temprano de septicemia en el feto
(Buhimschi & Buhimschi, 2012). Se han realizado mediciones de alfa- fetoproteina en
equinos y hoy en dia se reconoce su presencia en altas concentraciones en liquido
amniético y alantoides del feto en condiciones normales; la concentracion de
Alfafetoproteina en sangre de la yegua gestante es baja, pero podemos medirla y estudiar
su variacion en casos de patologias de la placenta (Canisso, Ball, Scogging, et al., 2015).
Esta glicoproteina solo estd presente en altas concentraciones séricas cuando hay
patologias de la placenta, placenta previa, pérdida embrionaria o0 aborto (Canisso, Ball,
Scogging, et al., 2015; Carleigh E. Fedorka, Ball, et al., 2021; Vincze et al., 2015).

Como consecuencia de la falta de pruebas diagndsticas sensibles y especificas en casos
de patologias de placenta y feto en equinos, el objetivo de esta investigacion es estudiar
la variacion de la concentracion de alfa-feto proteina equina en yeguas de grupo racial
criollo colombiano en la Sabana de Bogota durante el Gltimo tercio de la gestacion. Y con
estos valores poder establecer si existe una asociacion entre estos y los parametros

ultrasonograficos de placenta y feto, el tipo de parto y la sobrevivencia neonatal.



Introduccién







1.Capitulo 1 Revisién de Literatura

1.1 Placentacion equina

El embrion equino después del dia 11 post ovulacion viaja a través del lumen uterino,
propulsado por contracciones uterinas causadas en respuesta a sintesis de
prostaglandinas por parte del embrién (Ginther, 2021) y una vez la vesicula embrionaria
cesa su migracion alrededor del lumen uterino, y queda fijo en la base de uno de los
cuernos uterinos al dia 16-17 de gestacion, el saco vitelino no puede cumplir con las cada
vez mas altas necesidades del embriébn en crecimiento, por esto es gradualmente
reemplazado por el alantocorion, con la regresion del saco vitelino este se va incorporando
al cordén umbilical, donde se convierte en un vestigio que se puede ver al parto dentro del
infundibulo donde el cordén umbilical esta unido al alantocorion (Vilaregut, Lores, &
Wilsher, 2021).

Los equinos presentan una placentacion epiteliocorial, en este tipo de placentacion la
porcion externa que envuelve al feto (corion) esta en contacto directo con el Gtero de la
madre (Morel, 2016). El alantocorién que se forma como una fusion del alantoides fetal
(membrana extraembrionaria que emerge del tracto digestivo) y el corion, toma una
apariencia aterciopelada, creada por una fina microvellosidad sobre toda la superficie; por
lo tanto, la placenta equina se denomina difusa. Estas microvellosidades se organizan en
paquetes microscopicos, los cuales invaden las invaginaciones en el epitelio uterino y se

denominan micro cotiledones, y su unién con el Utero se desarrolla durante determinado

periodo de tiempo, estando completo y funcional para el dia 150 de gestacion (Ch alli S,

Matthews, Gibb, & Lye, 2000).

La placentacion inicia hacia el dia 30- 40 después de la ovulacion dias posteriores a la

implantacion, la cual se caracteriza por la coexistencia de las copas endometriales, el



6 Variacion de las concentraciones séricas de Alfafetoproteina en yeguas criollas

colombianas durante el ultimo tercio de la gestacion

trofoblasto invasivo derivado del anillo coriénico del embridn; el cual estara activo hasta los
cuatro meses de gestacion y el alantocorion no invasivo el cual habilita el intercambio
materno-fetal hasta el parto (Chavatte-Palmer, Derisoud, & Robles, 2022). El anillo
corionico se forma alrededor del embrién, siempre en la region entre el alantoides en
expansion y la regresién del saco vitelino, y corresponde a una banda de células epiteliales
en forma de columnas, células del anillo coriénico binucleadas invaden el endometrio

materno entre el dia 36 y 38 post ovulacion (McKinnon, Squires, Vaala, & Varner, 2011).

La gestacion equina se caracteriza por la presencia de una estructura unica denominada
copas endometriales, las cuales se forman aproximadamente al dia 35 después de la
ovulacion, las células que forman las copas endometriales provienen del embrion,
especificamente del trofoblasto del anillo coriénico, estas células invaden el endometrio
materno en forma de anillo alrededor del ombligo en desarrollo en la base del cuerno

uterino (Kelleman, 2014).

Para el dia 55 a 70 de gestacién las copas endometriales estdn conformadas por células
binucleadas derivadas del trofoblasto con poco o ningin estroma entre ellas y vasos
linfaticos y sanguineos con tamafios variables (McKinnon et al., 2011). Su duracién es de
60 a 100 dias momento en el cual hay un aumento en el nimero de leucocitos alrededor
del estroma endotelial, los cuales invaden y destruyen las copas hasta g eventualmente se
desprenden de la superficie del endometrio (Chavatte-Palmer et al., 2022). Las copas
endometriales producen la hormona gonadotropina coriénica equina (eCG), la cual
estimula los ovarios y ocasiona desarrollo folicular, seguido por ya sea ovulacion o
luteinizacion (sin ovulacion), es asi como se producen los cuerpos liteos accesorios los
cuales aumentan la concentraciébn de progesterona sistémica (Kelleman, 2014). La
segunda funcion de las copas endometriales es la fuerte estimulacion del sistema inmune
materno por antigenos fetales paternos codificados por el complejo mayor de
histocompatibilidad (Antczak, 2020).

El alantocorion es la forma definitiva de la placenta y soporta el feto dentro del Gtero, esta
formada por las glandulas endometriales, la vena uterina, arterias uterinas, los
microcotiledones, epitelio uterino la apertura de las glandulas uterinas y los vasos fetales
(Chavatte-Palmer et al., 2022; McKinnon et al., 2011). Gracias a esto provee el intercambio

respiratorio y de nutrientes de la yegua al feto, entre ellos oxigeno, agua mas electrolitos,
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carbohidratos, amino&cidos y lipidos y facilita la salida de diéxido de carbono, agua con

electrolitos, urea mas 4cido Urico, creatinina, bilirrubina y hormonas (Donnelly, 2019).

Ademds, la placenta es un 6Organo endocrino activo transitorio con la sintesis y
metabolismo de hormonas importantes para el mantenimiento y desarrollo normal del feto
(Renaudin, Liu, Troedsson, & Schrenzel, 1999). Durante el segundo y tercer trimestre de
gestacion, el compartimento feto-placenta produce grandes cantidades de progestagenos
y estrogenos, esta produccién hormonal ocurre en conjunto con las glandulas adrenales y
gonadas fetales, asi como también con los tejidos placentarios (Kelleman, 2014). Por esto
una de las funciones mas importantes de la placenta es la produccién de progestagenos
desde el dia 70 de gestacion, los cuales tienen la capacidad de mantener la quietud
miometrial (Klein, 2016). La produccion de estr6genos en contraste requiere de la
interaccion entre el feto y la placenta, a pesar de la alta concentracion de estos su rol
durante la gestacion equina permanece sin ser clara (EI-Sheikh, et al., 2020). Se entrara

en detalle de su produccion en el numeral 1.2.

La evaluacién histoldgica de la placenta equina ha revelado que la superficie coriénica
muestra células cuboidales a columnares en las aéreas areolares (Pazinato et al., 2016),
un corion compuesto por células trofoblasticas epitelioides cuboidales con nlcleo y a
medida que avanza la gestacién (dia 30) son evidentes las células del trofoblasto
cuboidales hacia el epitelio luminal del endometrio, una densa acumulacion de capilares
en el estroma endometrial y una distribucién aleatoria de los microcotiledones (McKinnon
et al., 2011).

Se ha buscado evaluar si existen diferencias histolégicas entre yeguas multiparas con
mayor edad y nuliparas yeguas jovenes en cuanto a desarrollo placentario y se ha
encontrado que en yeguas multiparas los microcotidelones tienen forma irregular y hay
una gran variacion de diametro y altura, también se describié que la densidad de los
microcotiledones es mas baja en la superficie del alantocorion en yeguas primaras que en
yeguas multiparas y de mayor edad, esto se ha asociado a zonas fibréticas en las

vellosidades de yeguas multiparas (Abd-Elnaeim, Leiser, Wilsher, & Allen, 2006).
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1.2 Hormonas durante el ultimo tercio de la gestacion

Entre el feto, la placenta y el endometrio materno, se presenta
produccion Utero placentaria para todas las hormonas peptidicas y esteroidales necesarias
para mantener el estado de gestacion, y promover el crecimiento placentario y fetal, donde
las estructuras placentarias influencian la produccion de hormonas placentarias y
viceversa (Sandra & Wilsher, 2009).

1.2.1 Progestagenos

Ha sido aceptado por mucho tiempo que la progesterona es la hormona que por si sola es
requerida para establecer y mantener la gestacion, siendo esta hormona un pregnano, lo
gue significa que, como el cortisol, tiene una estructura esteroidal de 21 carbonos y es la
Unica dentro de los esteroides en tener su propio receptor (Legacki et al., 2016). La unién
de la progesterona a su receptor mantiene la quiescencia miometrial, y sirve como
precursor para otros pregnanos, los cuales son metabolitos activos de la progesterona,

durante la gestacién en equinos (Wynn, Ball, et al., 2018).

La progesterona solo esta presente en circulacion periférica de la madre durante el primer
trimestre de gestacion y a partir de la mitad de la gestacion esta hormona es generalmente
indetectable, por debajo de 1ng/mL, mientras los otros progestagenos asumen mayor
significancia cuantitativa alcanzando concentraciones en el plasma materno tipicamente
entre 5 y 50 ng/mL; para la gestacion tardia, la concentracion de algunos progestagenos
puede exceder los 500 ng/ml (Ousey, 2006). Se conoce que la yegua produce otro tipo de
pregnanos los cuales, durante este periodo, pueden ser bioactivos y por lo tanto cumplen
una funcién importante en el mantenimiento de la gestacion. Se conoce un ndamero
considerable de estos por su abundancia o por su posible bioactividad durante la gestacién
tardia, los cuales incluyen: 5a- dihydroprogesterona, alopregnenolona, 3B hidroxi-
5apregnano-20-uno, 20a-hydroxy-5a-pregnano-3-uno, 5a-pregnano-33,20a-diol, y 5a-
pregnano-33,203-diol. De estos el 20a5P y el Ba-diol son los més abundantes, alcanzando

concentraciones mayores a 300ng/ml, en la gestacion tardia (Wynn, Ball, et al., 2018).

El termino progestageno significa que la sustancia o metabolito es similar a progesterona

y el termino progestina también es a menudo utilizado de manera similar, o es reservado
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para medicamentos que tienen funcion similar a la progesterona (Kelleman, 2014). Dias
antes del parto (2-3) la concentracion de pregnanos incluida la pregnenolona disminuye,
se hateorizado que esta asociado a un arresto en la sintesis de pregnanos (Legacki et al.,
2016). En cuanto a su medicion para evaluar gestaciones en riesgo se ha descrito que su
aumento puede estar relacionado con un compromiso fetal y placentario (Fedorka et al.,
2021)

1.2.2 Estrégenos

Los estrogenos dentro del sistema materno continlan aumentando en la gestacion tardia,
alcanzando un pico, entre el dia 201 y 280, de aproximadamente 8 ng/mL, los dos
estrdgenos principales, son los equinos especificos, equilina y equilenina los cuales son
estrogenos de anillo B insaturados, no dependientes de colesterol (Morel, 2016). Tanto los
estrogenos, como los progestagenos son producidos por la union Utero placentaria, pero
los estrégenos se originan de un tejido fetal diferente, los precursores de estrégenos son
producidos por las génadas fetales, y son aromatizados por la placenta, dando lugar a la
estrona y al estradiol, producidos desde la dehidroepiandrosterona (DHA), mientras el

equilin y equilenin son producidos desde pirofosfato de farnesilo (Ousey, 2006).

Estudios realizados en equinos utilizando letrozole un potente y especifico inhibidor de la
aromatasa, el cual permite la inhibiciébn de esta enzima (aromatasa) responsable de la
conversién de andrégenos a estrdgenos en la placenta, han demostrado que el peso de
los fetos en este grupo es menor que en el grupo control, ademas de encontrar una
alteracion en la expresion del factor de crecimiento endotelial vascular y de la
angiopoyetina 1 (moléculas implicadas en la regulacién positiva de la angiogénesis) en el

corioalantoides (Haneda et al., 2021).

La concentracion total de estrogenos en sangre materna disminuye gradualmente entre las
dos y tres semanas preparto, alcanzando niveles basales antes del parto, a pesar de esta
disminucion, los estrogenos son esenciales para el parto en la yegua (Ousey, 2006).
Teniendo en cuenta que la gestacion equina esta asociada con altas concentraciones de
estrogenos periféricos derivados de la unidad fetoplacentaria, un declive de estradiol y/o
sulfato de estrona es indicativo de dafio o anormalidad feto placentaria (ElI-Sheikh et al.,

2020). Es por esto que el uso de estrogenos y andrégenos para evaluacion del estado fetal
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y placentario ha derivado estudios como el realizado por Canniso en 2016 (Canisso et al.,
2017) utilizando yeguas con placentitis inducida experimentalmente donde se evidencio
gue el sulfato de estrona disminuyo solamente cerca del aborto, por lo cual no sirvio de
predictor temprano de aborto y el 17Pestradiol disminuyo dias antes del parto o aborto,
dando mejores resultados que el sulfato de estrona, esta disminucién en la concentracion
de estrogenos se asocié con un declive de la concentracion en el corioalantoides (El-
Sheikh et al,. 2020).

La medicion de andrégenos como el DHA vy la testosterona a pesar de encontrar en altas
concentraciones no mostraron diferencias significativas entre grupos de yeguas control y
yeguas con placentitis (Canisso et al., 2017) sintesis de andrégenos fetales cesa cuando
el feto muere, y esta asociada con un rapido declive en las concentraciones de estrégenos,
estos cambios en los perfiles esteroidales ocurren a los pocos dias de la muerte fetal
(Conley, 2016).

1.3 Evaluacién de la viabilidad durante la gestacion

tardia en equinos: biomarcadores y ultrasonido

1.3.1 Biomarcadores en la gestacion equina

Los biomarcadores son definidos como uno o un grupo de moléculas individuales medidas
por su expresion o concentracion en tejidos, células o fluidos para diferenciar entre un
estado de enfermedad y un estado control o normal (Mayeux, 2004; Tang, Yuan, & Chen,
2022). Los biomarcadores no son una prueba diagnéstica, si no un indicador de que un
cambio temprano esta ocurriendo y puede llevar a la enfermedad clinica (Grandjean,
1995).

1.3.2 Perfil hormonal

Los estrogenos y progestagenos son los parametros hormonales tradicionalmente
evaluados para evaluar el compromiso fetoplacentario, su evaluacion en plasma requiere

de mdltiples muestras para la correcta interpretacion de tendencias en lugar de valores
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absolutos (Bucca, 2006). La explicacion de la importancia de estas mediciones se

encuentra especificada en el numeral 1.2.
1.3.3 Alfafetoproteina

Desde su descubrimiento, se ha reconocido a la alfa fetoproteina como un marcador de
bienestar fetal, en 1956 se describié como una nueva proteina sérica presente en 19 fetos
humanos abortados legalmente y en todos los fetos examinados se encontré una nueva
fraccidon proteica en una concentracién considerable, la cual en la tira de papel de
electroforesis se ubicaba entre la albumina y la a-globulina (Bergstrand & Czar, 1956).
Varios investigadores han sugerido la asociacion de los elevados valores en suero materno
de Alfafetoproteina y el prondstico adverso del desenlace de la gestacion esta asociada
con cambios patolégicos en la placenta (Huerta-Enochian, Katz, & Erfurth, 2001), Los altos
niveles en suero materno de Alfafetoproteina estan asociados con un tamafio pequefio del
feto en relacién con la edad gestacional, con o sin presentacion de parto prematuro debido

a un reducido tamafio al nacimiento (Gaccioli, Aye, Sovio, Charnock-Jones, & Smith, 2018).

La Alfafetoproteina esta clasificada como miembro de la superfamilia del género
albuminoide, conformada por la albumina, la proteina de transporte de la vitamina D y la
alfa albumina (Mizejewski, 2001), es la mayor glicoproteina en el feto en desarrollo de
mamiferos y es producida por las células del endodermo del saco vitelino y el higado
(Kamata, Akahoshi, & Ishii, 2015) La sintesis de alfa fetoproteina comienza con la
hematopoyesis del embrién en el saco vitelino, el lugar para la sintesis de todas las
proteinas del suero durante el desarrollo embrionario inicial. Después, cuando la
hematopoyesis fetal inicia, el higado produce alfa fetoproteina y otras proteinas séricas,
mas tarde la sintesis de alfa fetoproteina va a ser realizada principalmente por el higado,
y el tracto gastrointestinal en desarrollo puede llevar a producir bajos niveles (Rizzo,
Galgano, Mutinati, & Sciorsci, 2019). Durante la gestacion esta glicoproteina del plasma
fetal pasa a la orina'y es excretado al liquido amniético, y asi producida por el feto atraviesa
las membranas fetales y la placenta para aparecer en el suero materno (Schieving et al.,
2014).

La produccion de Alfafetoproteina en equinos, es similar a la produccién en humanos,

donde se caracteriza por un aumento temprano, seguido de una meseta con la mayor
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concentracion, y finalmente un descenso hasta el parto, los niveles en suero materno de
Alfafetoproteina, este autor reporto un promedio de 72.9 pg/ml se han correlacionado con
la edad fetal, problemas con la gestacion (falla en la concepcién, placentitis, y perdida
embrionaria), y con la edad de la yegua: yeguas con mayor edad tienen menor
concentracion de Alfafetoproteina (Vincze et al., 2015).

Dentro de las funciones de la Alfafetoproteina encontramos el transporte de nutrientes,
iones y lipidos esenciales para el crecimiento y desarrollo fetal. En fetos de mamiferos se
ha asociado la Alfafetoproteina con la unién a estrégenos, propiedades antioxidantes e
inmunoreguladoras (Isani et al., 2016). Schieving reportdé que las cuatro proteinas de la
familia albuminoide tienen un papel en el transporte de estr6genos, también muestran
funciones que incluyen quimiotaxis, recoger radicales libres de oxigeno, y la peroxidacién
de lipidos. A pesar de que se han descrito y postulado estas funciones para
Alfafetoproteina, mucho de su exacto papel bioldgico falta por dilucidar (Schieving et al.,
2014).

Se han realizado mediciones de Alfafetoproteina en diferentes especies domésticas, tales
como bovinos donde se encontré que la concentracion de esta en suero fetal liquido
amniético y alantoideo era mayor durante el tercer y cuarto mes de gestacion y después
declina hasta el parto (Smith, Lai, Robertson, Church, & Lorscheider, 1979), un patrén
similar se observé en cerdos, donde este biomarcador aparece como la mayor proteina en
plasma durante la gestacién temprana, en el feto y los niveles van declinando medida que

avanza la gestaciéon (Robertson, Saunders, & Lorscheider, 1984).

En equinos se han realizado estudios para evaluar la presencia de Alfafetoproteina en
fluidos fetales y en sangre periférica de la yegua gestante (Canisso, Ball, Scogging, et al.,
2015; Carleigh, Fedorka, Ball, et al., 2021; Vincze et al., 2018), en estos se encontré que
su concentracion estaba elevada en el plasma de yeguas con placentitis ascendente
inducida experimentalmente, y también en yeguas que desarrollaron placentitis de forma
natural, este aumento puede ser por regulacion y/o un aumento en la permeabilidad a
través de la placenta. Por cualquier mecanismo, este hallazgo provee una nueva area de
investigacion ya que se ha confirmado que la Alfafetoproteina, es una proteina producida
por el feto (estd presente en fluidos fetales), y puede ser detectada en la circulacion

materna y que enfermedades como placentitis pueden aumentar la concentracion de este
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biomarcador en la circulacion materna (Canisso, Ball, Scogging, et al., 2015), También se
confirmo que en yeguas Lipizanas con pérdida embrionaria la concentracion de los niveles
de este biomarcador eran significativamente mayor en comparacion con yeguas que tenian

gestaciones normales (Vincze et al., 2015).

Para la deteccion de los niveles de Alfafetoproteina se han implementado métodos de
guimioluminiscencia (Salameh et al., 2018), espectrémetro de masas (Isani et al., 2016), y
también inmunoensayo enzimatico (Huerta-Enochian et al.,, 2001). Ademas de la
Alfafetoproteina se han evaluado otros marcadores dentro de los cuales se encuentran el
suero amiloide A y haptoglobulina los cuales no mostraron cambios significativos en su
concentracion en suero de la yegua gestante en casos de placentitis (Canisso, Ball, Cray,
et al., 2015; Canisso et al., 2014).

1.3.4 Proteinas de la fase aguda

Las proteinas de la fase aguda son proteinas de la sangre que pueden ser utilizadas para
evaluar la respuesta del sistema inmune a infeccién, inflamaciéon o trauma (Eckersall &
Bell, 2010). Dentro de estos el suero amiloide A es la principal proteina de fase aguda en
el equino (Jacobsen & Andersen, 2007) y es producida mayormente por el higado en
respuesta a citoguinas inflamatorias secretadas por la activacion de monocitos (Vietri et
al., 2020).

Dentro de las investigaciones que se le han realizado en torno a esta proteina en
reproduccién equina se encuentran su relacion en yeguas con endometritis y placentitis
(Canisso et al., 2014; Coutinho da Silva, Canisso, Macpherson, Johnson, & Divers, 2013;
Krakowski et al., 2020; Mette et al., 2010). Estudios para evaluar su concentracion en casos
de endometritis inducida experimentalmente con E.Coli han demostrado que se presenta

un aumento en la sintesis de suero amiloide A por el endometrio (Mette et al., 2010).

Se ha buscado evaluar los cambios en su concentracion en el periparto, posparto y celo
del potro; y se ha descrito una concentracion fisiolégica antes del parto (39 pg/ml) un
aumento al dia 9 post parto (45ug/ml) y un declive drastico 9 dias de la ovulacion post
parto (30ug/ml) (Krakowski et al., 2020).
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También se han evaluado los cambios en su concentracion después del desarrollo
experimental de placentitis en Ultimo mes de gestacion, encontrando un aumento
significativo en su concentracion dos dias después de la inoculacién de la bacteria para
inducir placentitis y hasta el aborto (Canisso et al., 2014; Coutinho da Silva et al., 2013). Al
realizar la medicion de esta proteina de forma mensual en yeguas con gestaciones
normales se asocid su aumento en muestras aisladas con vacunacion e inflamaciéon no
relacionada con la gestacién al momento de la toma de la muestra, cuestionando la
especificidad de esta medicion para la deteccién de inflamacion relacionada a la gestacién
(Bucca et al., 2020) A pesar de los resultados encontrados en este marcador se debe tener
claro que su uso es de utilidad pero no es especifica para patologias del feto y de la

placenta (Canisso et al., 2014).

Ademas del amiloide A, otra de las proteinas estudiadas es la haptoglobina se ha medido
su concentracion a lo largo de la gestacion teniendo una disminucion significativa al tercer
mes en comparacion con los dos primeros meses, y a partir del quinto mes un aumento
progresivo y significativo hasta el décimo mes de gestacién y su disminucion al final de la

gestacion (Satué, Marcilla, Medica, Ferlazzo, & Fazio, 2018).

Para evaluar su posible uso en diagnostico oportuno de enfermedades placentarias se
evalué su concentracion después de la inoculacién bacteriana para el desarrollo de
placentitis y se encontré un aumento en su concentracion 3 dias después de la inoculacién
y 3 dias antes de presentarse el aborto (Canisso et al., 2014). Un estudio donde se evaluo
su aumento en liquido alantoico concluyo que la evaluacion transrectal del grosor
combinado de la unién utero placentaria fue el primer cambio detectable en yeguas con

placentitis precediendo el aumento de proteinas de la fase aguda (Beachler et al., 2019).

A pesar de que se ha considerado a las enfermedades infecciosas de la placenta como
entidades localizadas y no enfermedades sistémicas este aumento en la concentracion de
proteinas inflamatorias se asocian a la respuesta inmune de la yegua en respuesta a

infeccion (Canisso et al., 2014; Coutinho da Silva et al., 2013).
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1.3.5 Citoquinas

Las citoquinas son proteinas pequefias secretadas por muchos tipos de células, entre ellas
macréfagos y células T auxiliares. Las citoquinas pueden ser producidas en y por tejido de
nervios periféricos durante procesos fisioldgicos y patoldgicos, por macrofagos, células de
mast, células endoteliales, y células de Schwann residentes y reclutados. Tienen un efecto
de interaccion y comunicacion entre las células, estas pueden actuar en la misma célula
gue las secreta (accion autocrina), en células cercanas (accion paracrina), o en algunos

casos en células distantes (accion endocrina) (Zhang & An, 2007).

Las citoquinas se han clasificado de acuerdo a su funcién o estructura, entre estos las
interleuquinas son un grupo que son mayormente moduladores de las respuestas inmunes
e inflamatorias donde se encuentran mas de setenta citoquinas entre ellas IL-2, IL-4, IL-7,
IL-9 (Antczak, Cariete, Chen, Belle, & Yu, 2022). Las quimiocinas las cuales son definidas
por su secuencia de aminodacidos y la disposicion de residuos especificos de cisteina. La
funcibn méas estudiada de las quimiocinas es la red de migracion celular, particularmente
de los leucocitos (Hughes & Nibbs, 2018). Los interferones son citoquinas clave en la
respuesta antiviral, se describen tres tipos (tipo |, tipo Il y tipo Ill) basandose en sus
caracteristicas estructurales, uso de receptores y actividad biolégica (Capobianchi, Uleri,
Caglioti, & Dolei, 2015). Las linfoquinas son los productos de la activacion de linfocitos,
estan implicados en casi todas las areas de la respuesta inmune (Rosenstreich & Wahl,
1979). Y el factor de necrosis tumoral el cual es una citoquina pleiotrépica que media
apoptosis, proliferacion celular, inmunomodulacién, inflamacion, replicacion viral, alergias,
entre otros, tiene dos tipos de receptores (tipo | y tipo Il) los cuales se expresan solo en

células del sistema inmune y células endoteliales (Aggarwal, 2000).

En equinos se ha evaluado la accién de citoquinas en el Gtero de la yegua, dando como
resultado que endotoxinas estimulan la sintesis de citoquinas pro y antiinflamatorias entre
las cuales estan IL-1B, TNFaq, IL-8, e IL-10, y se ha asociado este aumento en la expresion
de citoquinas en el tejido endometrial con una predisposicion para el desarrollo de

endometritis persistente (Mette et al., 2010).

En cuanto a la accién de las citoquinas durante la gestacion se han realizado para evaluar

la presencia de citoquinas en endometrio y corioalantoide, donde se ha reportado que la
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IL-6 aparece predominantemente en corioalantoide y no en endometrio después de la
infeccion, actuando de forma antiinflamatoria (Carleigh, Fedorka, Scoggin, et al., 2021).
Se ha concluido también que la presentacion de infeccion placentaria en yeguas lleva a
una respuesta inmune activa, caracterizada por un aumento de IL-2, IL-5, IL-6, IL-10 y
factor de necrosis tumoral (Fedorka et al., 2021).

1.3.6 Ultrasonografia

La ultrasonografia ha sido una herramienta ampliamente utilizada en reproduccién equina,
el modo-B, o bidimensional es una técnica rutinaria para el diagnéstico del ciclo estral,
gestacion, determinacion del género fetal y evaluar el crecimiento fetal (Kotoyori et al.,
2012). El término modo-B hace referencia al brillo de los puntos o pixeles que se observan
en la pantalla del ultrasonido el cual es representado por una escala de grises que se
extienden desde el blanco muy brillante o ecogénico) hacia el negro (sin eco perceptible,
anecoico) (Ginther, 2007).

Ademés del modo-B, existen el modo-M, el cual es tiempo y movimiento, la imagen se
visualiza moviéndose en el tiempo, y el modo-D que hace referencia a Doppler en el cual
se detectan frecuencias de desplazamiento Doppler las cuales son reflejadas desde los
eritrocitos en movimiento ya sea alejandose o acercandose al transductor (Ginther, 2007,
2014; McKinnon et al., 2011).

Los transductores son los responsables de transportar la energia acustica desde el sistema
de ultrasonido al cuerpo (De Luca et al., 2018), existen diferentes tipos de transductores,
la posicion, el tamafio, y las propiedades del objeto a observar determinan la forma, el
tamanio, el tipo y la frecuencia del transductor requerido(Lee & Roh, 2017). En reproduccion
equina el acercamiento transabdominal utilizando un transductor curvilineo de 2 — 5 MHz
visualiza el abdomen de un equino adulto (Barton, 2011) y via transrectal con un
transductor de alta frecuencia, lineal de 5-7 MHz se observan el Utero, ovarios asi como
el diagnostico y mantenimiento de la gestacion (Bailey et al., 2012; Silva, Pantoja, Puoli, &
Meira, 2015), estos dos permiten visualizar el feto equino hasta termino (Bucca, Fogarty,
Collins, & Small, 2005).
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Realizar el monitoreo fetal es prometedor para mejorar la habilidad de diagnosticar distrés
fetal y con esto poder intervenir apropiadamente y asi disminuir la mortalidad y morbilidad
perinatal (Reef et al., 1996), este monitoreo intensivo para deteccion de anormalidades y
Su consecuente tratamiento ha demostrado que aumenta la probabilidad que yeguas con
gestaciones en riesgo produzcan un potro vivo (Carricka et al., 2010). En equinos se ha
propuesto un perfil biofisico el cual fue creado con base en la frecuencia cardiaca, el
didmetro adrtico, la profundidad maxima de liquidos fetales, la actividad fetal y el contacto
y grosor Gtero placentario (Bucca et al., 2005; Reef et al., 1996; Vincze, Baska, Papp, &
Szenci, 2019).

1.3.7 Frecuencia cardiaca

Para la evaluacion de la frecuencia cardiaca fetal se utiliza el modo-B para identificar el
corazbn y modo-M para determinar los latidos por minuto. Patrones anormales en la
frecuencia cardiaca fetal incluyen taquicardia, bradicardia y arritmias (Bucca et al., 2005).
La bradicardia en el feto es una adaptacién al estrés in utero, debido mas cominmente a
hipoxia, al disminuir la frecuencia cardiaca, el feto prolonga la exposicién de la sangre fetal
a la sangre materna, aumentando el tiempo de equilibrio del gas disuelto a través de la
placenta y mejorando el oxigeno de la sangre fetal. El feto también altera la distribucion de
su gasto cardiaco en respuesta a la hipoxia, centralizando la distribucion de sangre
(Wilkins, 2003). La taquicardia fetal se ha observado antes de la presentacion de un aborto,
parto prematuro y se ha documentado durante distocias (Bucca et al., 2005). También se
ha reportado el uso de la electrocardiografia fetomaterna como una técnica confiable para
detectar signos cardiacos en fetos equinos desde el dia 173 de gestacion y hasta el parto
(Nagel, Aurich, & Aurich, 2010).

1.3.8 Diametro aortico

El diametro aértico es medido en el térax fetal, cuando esta emerge del corazon, durante
la sistole, de borde a borde de la pared aortica (Bucca et al., 2005). Una vez localizado la
estructura cardiaca, se realiza la medicion del diametro adrtico lo més cercano que sea
posible al corazon (Reef, Vaala, Worth, Spencer, & Hammett, 1995). El didmetro fetal

aortico esta significativamente relacionado con el peso del potro, en gestaciones normales
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(McKinnon et al., 2011), y este aumenta gradualmente a través de la gestacion (Reef et

al., 1996) con el crecimiento fetal.
1.3.9 Orbita Ocular fetal

La alta prevalencia de presentacion anterior de los fetos en gestaciones avanzadas hace
gue la orbital fetal sea de facil acceso por medio del examen ultrasonogréfico transrectal
(McKinnon et al., 2011)La medicién de este pardmetro se puede obtener por via transrectal
y transabdominal, por la primera via introduciendo el transductor y desplazandolo de
izquierda a derecha sobre el Gtero, comenzando en la os cervical interna y gradualmente
avanzando craneal hasta que se identifique la 6rbita. El transductor se posiciona sobre el
0jo para lograr la imagen con mayor largo y ancho de las dimensiones del cuerpo vitreo
(Turner, McDonnell, Feit, Grogan, & Foglia, 2006).

Las mediciones combinadas del largo y ancho de la 6rbita ocular fetal se han reportado
para diferentes estadios de la gestacion y demuestran una significativa relacién con la edad
gestacional. Desafortunadamente, la 6rbita ocular fetal es un indicador pobre de la edad
fetal, y el tamafio de la érbita solo ofrece una estimacién aproximada de la tendencia del

crecimiento fetal es gestaciones avanzadas (McKinnon et al., 2011).
1.3.10 Espesor conjunto de la unidén utero placentaria

Areas de engrosamientos Utero placentarias y separaciones parciales de alantocorién del
endometrio se pueden visualizar en el cuerpo uterino y los cuernos, utilizando
ultrasonografia transabdominal, sin embargo, la porcién caudal del alantocorién solo se
puede visualizar via transrectal (Troedsson, 2007). Para la imagen transrectal, el
transductor es posicionado en la union cérvico-placentaria, utilizando un transductor de 5
a 7.5 mHz. Para la obtencién de la imagen transabdominal se utiliza un transductor
convexo de 2 a 5 MHZ (Renaudin et al., 1997). Para el cercamiento abdominal se han
descrito diferentes estrategias. Renaudin en el 2000 y compafiia toman un area de 10x10
del abdomen ventral y toman mediciones en zonas donde no se encuentre el feto, para

evitar perjudicar la medicion (Renaudin, Gillis, Tarantal, & Coleman, 2000).
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1.3.11 Evaluacion pulsos periféricos

El efecto Doppler establece que cuando una fuente de sonido emite una frecuencia de
sonido constante que se mueve hacia el receptor, la frecuencia de la onda recibida
aumenta y la frecuencia de la onda recibida disminuye cuando la fuente de sonido se aleja
del receptor, la técnica de ultrasonido Doppler mide la velocidad de las particulas en

movimiento (Tan et al., 2021).

El Doppler convencional calcula la velocidad y direccion del flujo sanguineo, esto lo logra
midiendo la frecuencia de los ecos que retornan y refiriéndolos a la frecuencia del

ultrasonido emitido (MacLaren, Kluger, Prior, Royse, & Royse, 2006).

La velocimetria Doppler de los vasos fetales, Gtero placentarios y umbilicales se ha
convertido en un método de monitoreo fetal, el cual evaluar cambios circulatorios que son
reflejados en ciertas ondas Doppler fetales, las arterias umbilicales son los vasos mas
comunmente evaluados, pero se ha demostrado la eficacia de evaluar también la arteria
cerebral media, para con esta evaluar la perfusion intracraneana y de otros 6rganos y asi
monitorear la oxigenacion fetal (Abdelwahid, Wahab, Mahmoud, Abukonna, & Saeed Taha,
2018).

El indice cerebro placentario representa la interaccion en el flujo sanguineo al cerebro, que
se manifiesta por un aumento del flujo diastdlico como resultado de la dilatacion
cerebrovascular esto debido a hipoxia y al aumento de la resistencia placentaria, dando
como resultado una disminucion del flujo diastélico de la arteria umbilical, cuando esto
ocurre el aumento en el flujo diastélico de la arteria cerebral media muestra una

disminucion en la resistencia y la pulsatilidad (DeVore, 2015).

En equinos se han realizado estudios para evaluar por medio de Doppler pulsos periféricos
de las arterias umbilicales y arterias uterinas, donde se evidencio un aumento del flujo
sanguineo de las arterias uterinas a medida que avanzo la gestacion esto se atribuy¢ al
aumento en la demanda de nutrientes y oxigeno por parte del feto (Stolla, Bollwein, Weber,
& Wosche, 2004), por otra parte la evaluacion de las arterias umbilicales fue muy dificil en

lo que coinciden dos autores (McGladeery, 2016; Stolla et al., 2004).
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También se ha descrito que via transrectal se puede evaluar el pulso carotideo fetal en
equinos después del dia 180 de gestacion, cuando el feto se encuentra en posicion
anterior (Bucca, Carli, & Fogarty, 2007), gracias a este acercamiento se encontrdé una
correlacion significativa de la del indice de resistencia y el indice de pulsatilidad carotideo
con la edad gestacional, esto abre el espectro de investigacion en equinos para la

evaluacion fetal (Bucca et al., 2020).
1.4 Pérdidas gestacionales

La presentacion de un aborto o mortinato es la mayor preocupacion en el ultimo tercio de
la gestacién, representando una gran pérdida econOmica en la industria equina
(Troedsson, 2007). Las condiciones que pueden ocasionar una gestacion de alto riesgo
pueden tener origen en la madre, el feto o la placenta (incluyendo ombligo) y ademas
dentro de estos podemos encontrar dos grupos; las causas infecciosas y las no infecciosas
(Cohen, Carey, Donahue, Seahorn, & Harrison, 2003; Donahue & Williams, 2000; Hong et
al., 1993; Laugier et al., 2011; Snider, 2015).

Entre las causas de origen materno estan la torsion uterina, la cual se presenta en su
mayoria en gestaciones avanzadas o a término y no se ha encontrado una asociacion con
la edad de la yegua (Saini et al., 2013), la ruptura de la pared abdominal y el tendén
prepubico los cuales pueden afectar cualquier raza y han demostrado que con manejo
médico y quirdrgico se puede obtener una cria viva (Ross, Palmer, & Wilkins, 2008).
Ademas, la presentacion de célico en la yegua gestante que requiera cirugia se ha
reportado como un factor de riesgo para la pérdida gestacional, al igual que un tiempo de

anestesia mayor a 3 horas (Chenier & Whitehead, 2009).

Y por ultimo las causas placentarias y umbilicales, dentro de las cuales las mas comunes
son la placentitis y la torsion del cordon umbilical (Hong et al., 1993; Laugier et al., 2011).
La torsion del cordon umbilical esté reflejada dentro de las causas no infecciosas mas
importantes por diversos autores en diferentes paises, llevando a la presentacion de un
aborto entre los 65 y los 283 dias de gestaciéon (Agerholm et al., 2021; Hong et al., 1993;
Laugier et al., 2011). Por otro lado la placentitis de origen bacteriano se reconocié como la
mayor causal de pérdidas gestacionales en un estudio prospectivo en Kentucky (Hong et

al., 1993), la placentitis puede ser crénica o aguda sin importar el patégeno, pero si influye
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la edad gestacional al momento de la infeccion, se han aislado diferentes agentes entre
bacterias y hongos, siendo el mas comun el Streptococcus zooepidemicus (Hong et al.,
1993).

Y por ultimo las condiciones fetales dentro de las cuales se encuentran la mal presentacién
del feto, las gestaciones gemelares, isoeritrolisis neonatal y malformaciones fetales
(McKinnon et al., 2011).

En cuanto a la mal disposicion fetal la cual describe la combinacién de una presentacion
(anterior, posterior, transversa) posicion (dorsosacral, dorsopubica, dorsoilial) y postura
(cabeza y cuello, extremidades) anormales que pueden contribuir a la presentacionde una
distocia, la baja incidencia de presentaciones posteriores y transversas en los partos de
yeguas es indicativo de la alta eficiencia del mecanismo que guia la mayoria de fetos a
una presentacion craneal (Frazer, Perkins, Blanchard, Orsini, & Threlfall, 1997).

La isoeritrolisis neonatal es causada por hemolisis debido a la ingestion de aloanticuerpos
presentes en el calostro, los cuales destruyen los eritrocitos fetales (Abraham & Bauquier,
2021).

Las gestaciones gemelares tienen un mayor porcentaje de presentacion en razas con
predisposicién a una doble ovulacién, se estima una incidencia en la raza pura sangre
ingles de 20%, en media sangre 15%y menos de un 5% en pony (Ras$ & Ras-Norynska,
2021). Gracias al ultrasonido contamos con un método de compresién para la eliminacién
de uno de los dos gemelos y con esto prevenir la mortalidad fetal o defectos perinatales
(Ginther, 2021), estudios retrospectivos concluyen gue una vez es detectada la gestacion
gemelar la mayoria de criadores y veterinarios prefieren la reduccién de uno de los
embriones a permitir el parto de los dos, el cual puede comprometer la salud y futura

fertilidad de la yegua (Ras & Ras-Noryhska, 2021).



22 Variacion de las concentraciones séricas de Alfafetoproteina en yeguas criollas

colombianas durante el ultimo tercio de la gestacion




2.Variacion de las concentraciones séricas de
alfa-fetoproteina en yeguas criollas
colombianas durante el ultimo tercio de la
gestacion

2.1 Resumen

La evaluacién de la gestacion por medio de biomarcadores y ultrasonografia para detectar
patologias fetales y placentarias es muy importante para el diagnoéstico oportuno, los objetivos
de este estudio fueron determinar la variacién de la concentracion de Alfafetoproteina (AFP) en
yeguas de grupo racial criollo colombiano en la Sabana de Bogota durante el Gltimo tercio de la
gestacidn y asociarla con los cambios ultrasonogréaficos de la placenta y feto. Se realiz6 un
estudio prospectivo donde se utilizé una poblacién a conveniencia de (n=21) yeguas gestantes a
las cuales se les tom6 muestras de sangre y se realizdé un examen ultrasonogréafico a partir del
séptimo mes de gestacion con una frecuencia mensual hasta el parto. La concentracion de
Alfafetoproteina fue medida por un ensayo de ELISA, y los datos obtenidos fueron analizados
con medidas repetidas en el tiempo. La concentracion de Alfafetoproteina mostré una diferencia
estadisticamente significativa al octavo mes de gestacion, en comparacion con los meses 9
(P=0.050) y 10 (P=0.008) de gestacion y se obtuvo un valor promedio mensual a los 7 meses:
49.56+ 12,8, 8 meses: 40.04 + 3,509, 9 meses: 52,61+ 5.251, 10 meses: 61.29+5.527, 11 meses:
45.65 + 5.449. También se determinaron parametros biométricos para la evaluacion de placenta
y feto. Aunque la medicién de Alfafetoproteina para evaluar gestaciones en riesgo sigue siendo
de cardcter investigativo, se busca brindar una nueva herramienta y pardmetros clinicos para la

evaluacion de viabilidad fetal y patologias de la placenta en el Gltimo tercio de la gestacion.

Palabras claves: Alfafetoproteina, placenta, equinos, gestacion, feto
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Abstract

Variation of serum concentrations of alpha-fetoprotein in Colombian Creole mares during

the last third of pregnancy

The evaluation of pregnancy by means of biomarkers and ultrasonography to detect fetal and
placental pathologies is important for timely diagnosis in horses. The objectives of the study were
to determine the variation of the concentration of Alpha-fetoprotein (AFP) in mares of the
Colombian Creole racial group in the Bogota savanna during the last third of gestation and
associate it with the ultrasound changes of the placenta and fetus. A prospective study was carried
out where a population (n=21) of pregnant mares was used, from which blood samples were taken
monthly starting from the seventh month of gestation until delivery. The concentration of
Alphafetoprotein was measured by an ELISA assay, simultaneously blood samples, and
transrectal and transabdominal ultrasonographic examination were performed, to evaluate fetal
and placental parameters. These data were analyzed with repeated measurements over time.
Alphafetoprotein concentration showed a tendency to increase as gestation progressed, with an
average monthly value at 7 months: 47.83+ 12.8, 8 months: 41.1 + 6, 9 months: 51.3+ 6.2, 10
months: 58.7+ 9, 11 months: 50.8 + 7.2. No relationship was found between the concentration of
AFP and the ultrasonographic changes of the placenta and fetus (p=0.1), the method of
reproduction (p=0.13), the sex of the foal (p=0.99), the weight of the placenta (p=0.16) and the
duration of gestation (p=0.2). Although the measurement of Alphafetoprotein to evaluate
pregnancies at risk in horses is still of an investigative nature, it seeks to provide a new tool and
clinical parameters for the evaluation of fetal viability and placental pathologies in the last third of
pregnancy.

Key words: Alpha-fetoprotein, placenta, equine, gestation, fetus
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2.2 Introduccién

La necesidad de contar con herramientas diagnosticas que ayuden a identificar gestaciones en
riesgo de forma temprana se ha convertido en un reto de investigacion en equinos. La prevalencia
constante de abortos 8-19%, la falta de eficiencia en el diagndstico y la presentacion de
patologias en los primeros dias de vida del neonato llevan a la necesidad de ampliar nuestro
conocimiento en esta etapa de la gestacion, ya que cualquier patologia en el tltimo tercio significa
pérdidas econdmicas representativas para la industria equina (Abraham & Bauquier, 2021;
Fedorka, Ball, Wynn, et al., 2021a; Galvin & Corley, 2010; Laugier et al., 2011).

Actualmente la medicién de hormonas esteroidales producidas por la unidad feto placentaria a
partir de los 100 dias de gestacion para detectar cambios en su concentracion es una alternativa
para evaluar gestaciones en estado tardio; pero teniendo en cuenta que en equinos los cambios
endocrinolégicos ocurren en una ventana muy corta de tiempo, y que el desafio es poder
reconocer gestaciones en riesgo en etapas tempranas, para asi poder realizar el tratamiento
pertinente y mejorar la supervivencia neonatal (Canisso, Ball, Scogging, et al., 2015; Fowden et
al., 2020; McKinnon et al., 2011), se han investigado marcadores adicionales extrapolados de
ginecobstetricia humana dentro de los cuales esta una glicoproteina fetal denominada alfa
fetoproteina la cual en estudios experimentales ha demostrado tener una elevacion en casos de
patologias de placenta, es por esto que ha despertado particular interés para poder utilizarla
dentro del plan diagnéstico de estas gestaciones en riesgo en el Ultimo tercio de gestacién
(Canisso, Ball, Scogging, et al., 2015; Fedorka, Ball, Wynn, et al., 2021a; Hu et al., 2019; Rizzo
et al., 2019; Vincze et al., 2015).

El desarrollo de perfiles biofisicos extrapolados de ginecologia humana para evaluar el
crecimiento fetal se ha desarrollado en equinos y son una herramienta valiosa para identificar
riesgos de enfermedad perinatal, ademas de ser clinicamente relevantes para diagnosticar
patologias de la placenta, que pueden llevar a la presentacion de un aborto después del dia 100
de gestacion (Becsek et al., 2019; Bucca et al., 2005; Hendriks et al., 2009; Hong et al., 1993;
Renaudin et al., 1997). También se ha destacado la importancia de realizar estudios por raza,
sobre todo para la evaluacion de patrones de crecimiento, los cuales han demostrado una
diferencia significativa entre razas de tamafio similar (Hartwig et al., 2013; Razquin-Echeverriarza
et al., 2019; Turner et al., 2006).
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Teniendo en cuenta la dificultad de estos diagnésticos en Colombia, y el alto valor econémico
con la implementacion de nuevas técnicas reproductivas entre ellas la clonacién, donde con
ayuda de la ultrasonografia desde los 90 dias de gestacion se han diagnosticado anormalidades
placentarias tales como edema patoldgico de la placenta, aumento del grosor Utero placentario,
engrosamiento del cordon umbilical, edema umbilical asi como también dilatacién del uraco lo
cual permite realizar tratamientos a tiempo en estas gestaciones de clones (Pozor et al., 2016) y
también la inyeccion intracitoplasméatica de espermatozoides (ICSI) la cual reporta un 15% de
pérdidas entre la primera semana después de la transferencia y la primera semana después del
parto, a pesar de esto el seguimiento ultrasonografico de las receptoras juega un rol importante
debido al alto costo de la técnica y de las crias (Claes & Stout, 2022; Maserati & Mutto, 2016). Es
por estas razones que se hace necesaria la investigacion de mas técnicas diagndsticas que
aumenten las herramientas con las que el médico veterinario cuente parara determinar la
viabilidad de la gestacion con el fin de tener pardmetros para evaluar el riesgo de aborto en

gestaciones en riesgo.

El objetivo del estudio fue estudiar la variacién de la concentracién de Alfafetoproteina (AFP)
equina en yeguas de grupo racial criollo colombiano en la Sabana de Bogota durante el Gltimo
tercio de la gestacion, para determinar los valores normales de Alfa-fetoproteina en yeguas de
grupo racial criollo colombiano entre los 7-11 meses de gestacion, en yeguas de grupo racial
criollo colombiano y estimar su variacion con los cambios ultrasonograficos de placenta y feto, el

sexo de la cria y el método de reproduccion.

2.3 Materiales y métodos

2.3.1 Metodologia del estudio

Todos los procedimientos fueron completados de acuerdo con el comité de ética de la Facultad
de Medicina Veterinaria y de Zootecnia de la Universidad Nacional de Colombia bajo las
directrices del protocolo aprobado # 068-19. El estudio se llevd a cabo en el departamento de
Cundinamarca en la sabana de Bogota, a una altura promedio de 2.600 msnm, un sistema

bimodal de lluvias y una temperatura promedio de 13.5 - 15°C.

Para el desarrollo del estudio se incluyeron veintilin yeguas pertenecientes al grupo racial criollo

colombiano, a partir del séptimo mes de gestacion. La edad promedio de las yeguas fue 6.7



Capitulo 2 27

(+2.19 desviacién estandar [DE]) y un peso promedio de 366 kg (+ 44.9). De estas yeguas, 9
fueron receptoras resultado de transferencia embrionaria y 12 gestaron hijos propios. Las yeguas
se examinaron en un brete sin sedacién donde se obtuvo una muestra de sangre ademas se
realizo la evaluacién por medio de ultrasonografia via transrectal y transabdominal con un
intervalo de 30 dias, entre los 180 dias y hasta los 340 dias de gestacion, la duracion de la
gestacién tuvo un promedio de 331 dias (+2.35).

2.3.2 Medicién Alfafetoproteina

Las muestras de sangre fueron tomadas cada 30 dias a partir del dia 180 de gestacion y hasta
el dia del parto, a cada una de las yeguas incluidas en el estudio, la muestra fue tomada de la
vena yugular de la yegua gestante, utilizando una aguja vacutainer® N°21, colectada en un tubo
sin anticoagulante de 10ml. La sangre fue refrigerada y transportada hasta el laboratorio de
posgrados de la Universidad Nacional, donde se centrifugé a 1.000g por 20 minutos a 5°C, y el
suero se congelé a -80 °C hasta su andlisis (Vincze et al., 2015). La concentracién de
Alfafetoproteina fue medida por un ensayo comercial de ELISA, para AFP especie: Equus
caballus; USBiologycal®. El rango de deteccion de la prueba es de 6.25 — 400pg/ml, donde la
sensibilidad de la prueba se establece como la dosis minima detectable de Alfafetoproteina (2,54
pg/ml). El coeficiente de variacion e intraensayo de 7.8%. No se reporta una reaccion cruzada o

interferencia significativa entre la Alfafetoproteina y sus analogos (USBiologycal®, 2020).

2.3.3 Parametros ultrasonogréficos

La evaluacion del feto incluy6 las mediciones de la frecuencia cardiaca fetal, el didmetro adrtico
fetal, la orbita fetal y para evaluacion de la placenta, los grosores uteroplacentarios a nivel
transrectal (GUPR) y transabdominal (GUPA). Todos los ultrasonidos fueron realizados por el
mismo médico veterinario, las imagenes fueron obtenidas con un Sonoscape® S2, equipado con
una sonda lineal transrectal (5 - 7.5 MHz) y una sonda convexa para evaluaciéon transabdominal

(2 - 5 MHz). Inicialmente se realiz6 la evaluacion transabdominal y posteriormente la transrectal.

= Espesor conjunto unidn Gtero placentaria transabdominal



28 Variacion de las concentraciones séricas de Alfafetoproteina en yeguas criollas
colombianas durante el Ultimo tercio de la gestacion

En la evaluacién transabdominal se evalu6 en conjunto la unién Gtero placentaria, dividiendo el
abdomen en seis cuadrantes, desde el xifoides hasta craneal a la glandula mamaria, y al lado
izquierdo y derecho de la linea media. Los cuadrantes son caudal derecho e izquierdo, medio
derecho e izquierdo y craneal derecho e izquierdo. De cada cuadrante se obtuvo una imagen del
grosor Utero placentario a una profundidad de 5 a 10 cm, y se tomaron tres mediciones de cada
cuadrante para obtener un promedio (Figura 2-1) y finalmente el promedio de todo el abdomen
(Bucca et al., 2005; Renaudin et al., 2000; Vincze et al., 2019).

Figura 2-1: Medicion del espesor conjunto de la union Gtero placentaria transabdominal en
yeguas de grupo racial criollo colombiano con 11 meses de gestacion.

= Frecuencia Cardiaca fetal

La frecuencia cardiaca fue medida via transabdominal, se localizé el arco costal y se buscaron
las estructuras cardiacas en modo B del ultrasonido y utilizando el modo M del ecégrafo y el
software de frecuencia cardiaca incluido en este (Curran & Ginther, 1995). Se realizaron 3

medidas para obtener un promedio (Figura 2-2).
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Figura 2-2. Ecocardiografia fetal en yegua de 9 meses de gestacion del grupo racial criollo

colombiano, via transabdominal utilizando transductor convexo de 2-3.5 Mhz en modo B y M.

= Diametro fetal adrtico

Caudal al corazén en la fase sistélica se obtuvo la imagen de la aorta fetal, una vez se identifico
la imagen, esta se congelo y se realizaron tres mediciones lo méas cercano al corazon (figura 2-

3) para obtener un promedio (Renaudin et al., 2000).

Figura 2-3. Ultrasonido transabdominal en yegua de grupo racial criollo colombiano, con 9 meses

de gestacién, donde se ubica la arteria aorta abdominal fetal y se realizan tres mediciones.
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» Orbita fetal

Via transrectal se introdujo el transductor craneal al cérvix, sobre el Gtero y se desplazé de
izquierda a derecha hasta identificar el craneo y la érbita fetal. Se identificaron estructuras tales
como cérnea, cristalino, camara anterior y camara posterior, se realiz6 la medicién a lo largo y

ancho (figura 2-4) y esto se suma para obtener el valor (Hartwig et al., 2013).

Figura 2-4. Medicién de ancho y largo de la 6rbita fetal.
= Espesor conjunto de la unién Utero placenta via transrectal

Se posicioné el transductor craneal a la estrella cervical, teniendo como referencia la porcion mas
caudal del Gtero, la arteria uterina media en la parte caudal y el liquido alantoico en la porciéon
craneal (figura 2-5); se realizaron tres mediciones en la parte ventral para obtener un promedio
(Renaudin et al., 1997).

Figura 2-5. Medicién del espesor conjunto de la union Utero placentaria en yegua con 8 meses

de gestacion.
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2.3.4 Evaluacion de la placenta

Al momento del parto, inmediatamente después de la expulsién de la placenta se toma el peso,
con una pesa convencional para pesar las membranas fetales, y por Ultimo se posicioné en forma
de F y se tomaron muestras para; histopatologia de la estrella cervical, el cuerpo de la placenta,

el cuerno gestante y del cuerno no gestante para futuros estudios (Hong et al., 1993).

2.3.5 Evaluacion del neonato

Se registrd la supervivencia del potro al parto, se evalué la duracion de la gestacion, el tipo de

parto (eutdcico o distocico) y la supervivencia de este por un mes.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos por ultrasonido y los resultados de la concentracion de AFP se almacenaron
y se realiz6 estadistica descriptiva; se determind la media, error estandar, valores minimos,
maximos y los rangos en cada mes de gestacion. Se probéd el supuesto de normalidad con una
prueba (Shapiro Wilk). Se realizaron medidas repetidas en el tiempo (GLM), para el analisis de
varianza de los valores de AFP y ultrasonogréaficos de feto y placenta de cada yegua en los 5
meses de monitoreo y con esto, probar el supuesto de homocedasticidad de la varianza. Se
realizé una prueba post hoc de Tukey y los valores menores a 0,05 fueron considerados
estadisticamente significativos. También se realiz6 ANOVA de una y dos vias para la interaccion
entre variables. Para la concentracion de alfafetoproteina y los parametros de viabilidad fetal
placentaria se realiz6 una regresion lineal y se determind la asociacion entre ellas por medio del
coeficiente de correlacion de Spearman. Las variables fueron evaluadas con el paquete

estadistico SPSS® version 9.1 para Windows®.
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2.4 Resultados

2.4.1 Informacién clinica

De las 21 yeguas incluidas en el estudio, 19 llevaron su gestacién a término y sin complicaciones.
A 12 de estas yeguas se les realizd inseminacion artificial y a 8 se les realiz6 transferencia
embrionaria. La edad gestacional promedio fue 331 dias (+11), nacieron 7 machos y 14 hembras.
Las placentas de todas las yeguas fueron pesadas dentro de las primeras 6 horas después del
parto, el peso promedio de las placentas fue de 3.003 gramos (+663). A los neonatos se les
realiz6 un examen fisico al momento del parto y se les hizo seguimiento por un mes para

corroborar su viabilidad.

2.4.2 Evaluacion pardmetros ultrasonogréficos

Los parametros ultrasonogréficos de feto y placenta fueron evaluados mensualmente a partir del
séptimo mes de gestacion y hasta el parto. Los promedios de estos parametros se enlistan en la
tabla 2-1.

Mes 7 Mes 8 Mes 9 Mes 10 Mes 11
Frecuencia cardiaca 114+2.54a 106+2.06ab  100+1.950  97+1.93c 92+1.83¢
(lat/min)
Aorta (mm) 10.6+0.62 11.6+0.62 15.2+0.66 17.1+0.9c 19.3+0.7¢

Orbita ocular (mm) 445+1.92 50.041.8>6 54.2+1.2c 57.6+1.2c 59+1d
GUP abdominal (mm) 7.0+0.32 7.4+0.32 8.4+0.4ab 9.0+0.3b 9.6+0.4b
GUP transrectal (mm) 6.5+0.32 6.7+0.32 7.5+0.5b 9.2+0.4b 9.8+0.5p

Tabla 2-1: parametros de evaluacion de viabilidad fetal y placentaria, promedios y error estandar.

e Grosor utero placentario transabdominal

Se observa gran variacion en los minimos y maximos, pero se observa un aumento a medida que
avanza la gestacion, se reportan promedios al mes 7 (7mm+0.3mm) mes 8 (7.4mm +0.3mm),
mes 9 (8.4mm + 0.4mm), mes 10 (9mm_+ 0.3mm), mes 11 (9.6mm +0,4mm) y se encuentran
diferencias estadisticamente significativas a partir del 10 mes de gestacion en relacion con el
mes 7 (P=0.01), 8 (P=0.05) y el mes 11 con el mes 7 (P=0.02), mes 8 (P=0.025). no se evidencio

una relacion del grosor Utero placentario con la edad gestacional (R2=0,3; y = 0,020X+2,992).
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Figura 2-6: regresion lineal del grosor Gtero placentario transabdominal (mm) y los dias de

gestacion

e Frecuencia Cardiaca Fetal

Se reporta el promedio mensual, de la frecuencia cardiaca. En los resultados se obtuvo un
minimo de 76 latidos / minuto y un maximo de 152 latidos/minuto (tabla 2-2). Se observé una
disminucién a medida que avanza la gestacion con promedios al mes 7 (114 + 2.3), mes 8 (106
+2,9), mes 9 (100 +2.96), mes 10 (97 + 0.9) y mes 11 (92 + 1.4) y diferencias estadisticamente
significativas (P<0.05) entre el mes 7 con relacion a los meses 9 (P=0.021), 10 (P=0.001) y 11
(P=0.006) y entre el mes 8 y 11(P=0.009). La frecuencia cardiaca fetal no presento relaciéon con
la edad gestacional (R2= 0,379; y = 0,168X + 146,3).
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Figura 2-7: R lineal de la frecuencia cardiaca (lat/min) y la duracién de la gestacion, entre el mes

7y 11 de gestacion (n=21).

e Diametro Aodrtico

La media del diametro fetal adrtico presenté un aumento a medida que avanzo la gestacion,
teniendo un promedio al mes 7 (10.6mm+0.6mm), mes 8 (11.6mm+0.6mm), mes 9
(15,2mm+0.6mm), mes 10 (17.1mm=+0.9mm) y mes 11 (19,3mm=+0.7mm) de gestacion (tabla 2-
1). Se reportan diferencias estadisticamente significativas de los meses 7 con los meses 9
(P=0.001), 10 (P=0.000) y 11 (P=0.000), entre el mes 8y el mes 9 (P=0.011), 10 (P=0.000) y mes
11 (P=0.000) y en el mes 9 con el mes 10 (P=0.03) y 11 (P=0.006). El didmetro de la aorta fetal

presento una asociacion moderada con los dias de gestaciéon (R2 = 0,697;y = 0,073 X — 4,255).
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Figura 2-8: R lineal del diametro de la aorta fetal (mm) y los dias de gestacién entre el dia 180 y

el 330 de gestacion.

e Orbita fetal
Se reportaron los promedios por mes a partir del séptimo mes (44.5mm+1.9), octavo mes

(50mm+1.8mm), noveno mes (54.2mm+1,2mm), decimo mes (57.6mm+1.2), undecimo mes
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(59mm+1). Tambien diferencias estadisticamente significativas entre el mes 7 con los meses 8
(P=0.041), 9 (P=0.005), 10 (P=0.001) y 11 (P=0.001), el octavo mes con los meses 10 (P=0.004)
y 11 (P=0.001), el noveno mes con el mes 11 (P=0.05) (tabla 2-1). El diametro ocular fetal
presento una relacion lineal positiva y una moderada relacion con la edad gestacional (R2 =
0,6423; y=0,125X + 20,38).
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Figura 2-9: regresion lineal del diametro del globo ocular (mm) y los dias de gestacion en los

ultimos 5 meses de gestacion.

Grosor Utero placentario transrectal

Se observo un aumento de los promedios a medida que avanz0 la gestacion, teniendo gran
variacion en los valores, se reportan promedios al mes 7 (6,5mm+0.3), mes 8 (6.7mm=+0.3) mes
9 (7.5mm+0.5), mes 10 (9.2mm+0.4) y mes 11 (9.8mm +0.5). (tabla 2-2). Se observaron
diferencias estadisticamente significativas de los meses 7 y 8 de gestacion en comparacion con
los meses 9 (P=0.003, 0.015), 10 (P=0.003, 0,001) y 11 (P=0.005, 0.01) respectivamente. La
medicion del grosor Utero placentario transrectal no evidencio asociacion con la edad gestacional
(R?=0,35; Y= 0,0305X + 0,046).
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Figura 2-10: Regresion lineal del grosor utero placentario transrectal (mm) y los dias de

gestacion.

2.4.3 Medicién sérica Alfafetoproteina

Al evaluar la concentracion de alfa fetoproteina en suero de yeguas del grupo racial criollo
colombiano en los cinco ultimos meses de gestacién se encontré un promedio mensual de: al
mes 7: 49.56 + 5.832pg/mL, mese 8: 40.04 + 3.509 pg/mL, mes 9: 52.61 + 5.251 pg/mL, mes10:
61.29 + 5.527 pg/mL, mes 11: 45.65 + 5.449 pg/mL (tabla 2-2).

+
Error IC 95%

Mes Promedio Estandard Min Max
7 49.56 ab 5.832 36.96 62.16
8 40.04a 3.509 32.46 47.62
9 52.61b 5.251 41.26 63.95
10 61.29b 5.527 49.35 73.23
11 45.65ab 5.449 33.88 57.42

Tabla 2-2: Promedios de la concentracion mensual de AFP (pg/mL), error estandar, minimos y

maximos en yeguas de grupo racial criollo colombiano durante los meses 7 y 11 de gestacion.
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Se observo una disminucion significativa al octavo mes contra el mes 9 (p=0.035) y mes 10
(p=0.01) y valores variables mes a mes. Al realizar la regresion lineal no existe una asociacion
con la edad gestacional (R2= 0,025; y=0,0769X + 29,498).
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Figura 2-11: regresion lineal de la concentracién mensual de AFP (pg/mL) en yeguas de grupo

racial criollo colombiano durante los meses 7 y 11 de gestacion, r=0.025.

Al evaluar el efecto del sexo del potro en la concentracion de alfafetoproteina se encontr6 una
relacion estadisticamente significativa en el octavo mes de gestacion entre los dos sexos
(P=0.025), y entre el mes ocho y once en la concentracion de alfafetoproteina entre sexos
(P<0.05). (figura 2-12).
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Figura 2-12: Diferencias en la concentracion sérica de AFP (pg/mL) durante el mes 7-11 de la

gestacion en yeguas de grupo racial criollo colombiano de acuerdo con el sexo de la cria.
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En cuanto al efecto de la técnica de reproduccién y el nivel de AFP no se encontré una relaciéon
estadisticamente significativa entre las yeguas producto de transferencia embrionaria y las
yeguas en las que se realizé inseminacion artificial, pero se observa una mayor concentracion en

las yeguas receptoras con gestaciones producto de transferencia embrionaria (figura 2.13).
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Figura 2-13: relacién en la concentracion sérica materna de AFP (pg/mL) de acuerdo con el

método de reproduccion en los Ultimos cinco meses de gestacion.

2.5 Discusion

La necesidad de avanzar en el diagnostico prematuro de patologias del feto y placenta en el
ultimo tercio de gestacion en yeguas ha abierto un campo de investigacion en afos recientes
donde la busqueda de biomarcadores podria ser una respuesta a los interrogantes que aun

existen en esta area (Canisso, Ball, Scogging, et al., 2015; Canisso et al., 2020) .

La Alfafetoproteina ha estado ligada como marcador de patologias del feto y placenta en
humanos, para sustentar el porqué de la medicion de Alfafetoproteina como marcador de
patologias placentarias se tienen hoy en dia algunos reportes experimentales donde se ha
reconocido su aumento en suero materno de ratonas gestantes tratadas con lipopolisacéaridos,
los cuales son los responsables de ocasionar inflamacién de la placenta (Girard et al., 2022) por
lo tanto llevan a la presentacion de partos prematuros, mortinatos y restriccion fetal del

crecimiento mas estudiado en humanos (Hu et al., 2019).
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Cabe destacar que en equinos hay pocos estudios que evallen la concentracion materna de AFP
y su relacion con patologias del feto y placenta (Canisso, Ball, Scogging, et al., 2015; Vincze et
al., 2015). En este reporte se evidencio una diferencia estadistica entre el octavo mesy el noveno
mes (P=0.05), y entre el octavo y el décimo mes de gestacion (P=0.008), ademas
concentraciones variables entre los minimos y maximos en los mismos meses de gestacion,
contrario a lo reportado por Vincze 2015 quien reporta una disminucion en la concentracion de
Alfafetoproteina después de los 4 meses de gestacion y hasta el parto; pero si reporta una gran
variacion en la medicién entre yeguas en los mismos meses de gestacion (Vincze et al., 2015).
Fedorka report6 en el 2021 que la concentracion de Alfafetoproteina en un grupo de yeguas
control permaneci6 estable durante el Gltimo mes de gestacion de toma de muestras, cuando se
tomé semanalmente (Fedorka, Ball, Wynn, et al., 2021a). Adicionalmente, Bucca en el 2020
reporté que no habia relacion entre la concentracion de AFP y los meses gestacién de yeguas

evaluadas entre los 4 meses de gestacion y hasta el parto (Bucca et al., 2020).

No se encontrd relacion entre la concentracion de AFP y la edad gestacional de la yegua,
contrario a lo reportado por Vincze, quien describe una disminucién en la concentracion a mayor
edad de la yegua (Vincze et al., 2015), pero este hallazgo de la edad de la yegua no ha sido

reportado por otros autores.

En cuanto a la yegua que presenté distocia, esta mantuvo niveles altos de Alfafetoproteina entre
los meses 7 y 10 de gestacién y una diminucion en el Ultimo mes antes del parto, no existen
reportes donde se evalle la concentracion de Alfafetoproteina en casos de distocia en equinos
pero estudios realizados en medicina humana han concluido que la medicién de Alfafetoproteina
es un marcador util de disfuncion placentaria y esta asociada con el desarrollo de enfermedad
isquémica de la placenta, restriccion del crecimiento fetal, la presentacién de partos prematuros,
bajo peso del neonato y malformaciones genéticas (Bartkute et al., 2017; Dinglas et al., 2020;
Gaccioli et al., 2017), pero no se encontraron estudios que relacionaran su concentracion en

casos de distocias.

Dentro de las yeguas del estudio, tres de ellas presentaron aumento del grosor Utero placentario
al examen ultrasonografico transrectal, pero su gestacion llegd a término y parieron un potro vivo
y saludable. Este aumento del grosor puede deberse a la posicion del feto y a la dindmica de

fluidos fetales en el momento del examen (Bucca et al., 2005).
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Se buscaba evaluar el efecto del tipo de parto (eutdcico o distécico) y de la sobrevivencia neonatal
con la concentracion sérica de AFP, pero debido a la baja cantidad de casos (1 distocia y un parto
prematuro con un potro no viable) las comparaciones son limitadas y seria necesario un mayor

tamarno de muestra para evaluarlo.

En este estudio se evalué si la concentracion de AFP estaba influenciada por los pardmetros de
viabilidad fetal y placentaria valorados por medio de ultrasonido, pero no se encontro relacion
entre la concentracion sérica de AFP y los pardmetros ultrasonograficos, entre ellos la frecuencia
cardiaca (R2= 0.0092; y=-0.584x + 33.22), el diametro de la aorta fetal (R2= 0.0042; y=0.3365x +
43.638), el grosor Utero placentario transrectal (R2= 0.0112; y=1.003x + 40.3), el grosor utero
placentario transabdominal (R2= 0.0018; y=-0.584x + 53.46); a pesar de esto, estudios realizados
en humanos han demostrado la importancia de la combinacion de técnicas donde se evallen
marcadores como AFP junto con el uso de ultrasonografia para el diagnéstico prematuro de
patologias en el feto como sindrome de Down y espina bifida (De Lange et al., 2009; Wald &
Bestwick, 2016; Witters, Coumans, Gyselaers, 2013). Es importante también tener en cuenta que
las yeguas incluidas en el estudio fueron consideradas sanas.

Con relacién al peso de la placenta no se detectd una relacion con la concentracion de AFP, esto
puede deberse a que se ha demostrado que la AFP no es sintetizada por la placenta en el Gltimo
tercio de gestacion (Newby et al., 2005), y su aumento corresponde a un aumento en la

permeabilidad de la placenta.

En cuanto al método de reproduccion no se encontr6 una asociacién o una diferencia entre la
inseminacion artificial y la transferencia embrionaria con la concentracién del biomarcador
(p=0.13), esto también fue reportado por Bucca en 2020 quien realizé la medicién en 12 yeguas
de las cuales tres eran receptoras y no se encontré una asociacion (Bucca et al., 2020). En el
presente estudio se observd una concentracion mayor de alfafetoproteina en las yeguas
receptoras producto de transferencia embrionaria; desafortunadamente no hay reportado en
equinos estudios con este hallazgo. En humanos una elevada concentracion de AFP se ha
asociado con un mayor riesgo de presentacion de casos de enfermedad isquémica de la placenta
y restriccion del crecimiento fetal (OR, 2.26, 95% IC) (Dinglas et al., 2020).

Por otro lado, el sexo del potro también fue evaluado y se encontrd una diferencia significativa

entre sexos en el octavo mes de gestacion (P=0.035) y una diferencia en la concentracién de
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AFP con el efecto sexo cria entre el mes ocho y once de gestacion (0.042). Respecto a la relacién
sexo y alfafetoproteina se ha estudiado en humanos que los machos presentaron una mayor
concentracion de AFP (Chen et al., 1994), uno de los primeros estudios en humanos que evalu6
el efecto sexo y la concentracibn de AFP en mujeres de un grupo control y un grupo con
compromiso de la gestacion reporté un aumento en suero materno de AFP en madres con fetos
masculinos (Bremme & Eneroth, 1983). En equinos Vincze en el 2015 report6 en yeguas de raza
Lipizzana que ni el sexo del potro, ni su peso al nacimiento tenian relacién con la concentracion
de AFP (Vincze et al., 2015).

La duracién de la gestacion no afecté la concentracion de AFP (p=0.2), En humanos se pueden
encontrar resultados contradictorios donde la evaluacion de alfafetoproteina no se han asocia do
con partos prematuros (Gaccioli et al., 2017), pero si se ha asociado su elevacién con un aumento
en el riesgo de partos prematuros espontdneos en mujeres, esto se asocié a una disfuncion

placentaria (Gammill et al., 2003).

Hasta el momento este es el primer estudio que se realiza en yeguas de grupo racial criollo
colombiano en el que se mide la concentracién sérica de Alfafetoproteina en yeguas gestantes

en el dltimo tercio de gestacion.

La evaluacion ultrasonografica de las yeguas en el ultimo tercio de gestacion es una herramienta
gue se ha desarrollado en los ultimos afios y que brinda informacién valiosa sobre el estado del
feto y la placenta, basandonos en la medicion de variables de crecimiento. En Colombia solo se
ha realizado un estudio previo a una menor altura sobre el nivel del mar (1280 msnm) evaluando

estas variables, menos la érbita ocular fetal (Vega, 2013).

Respecto a los pardmetros ultrasonogréficos utilizados para evaluar al feto se realizé la medicion
de la frecuencia cardiaca puesto que se ha descrito que existe un aumento de la presion
sanguinea a medida que avanza la gestacion, asociada con la disminucién en la frecuencia
cardiaca, las cuales estan acompafiadas con un aumento en las concentraciones fetales de
hormonas vasoactivas entre ellas adrenalina, noradrenalina y vasopresina esto para aumentar
los requerimientos nutricionales y de oxigeno del feto a medida que aumenta su tamafio, en
gestaciones normales (Forhead et al., 2000; Fowden et al., 2020). La disminucion de la frecuencia
cardiaca fetal se ha estudiado en ovinos y se concluy6 que el sistema nervioso autbnomo regula
esta disminucion, debido al aumento progresivo de la actividad parasimpaticomimética en

contraste con la actividad simpéatica (41-43).
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Diversos estudios han reportado una disminucion de la frecuencia cardiaca a medida que avanzo
la gestacion, relacion encontrada en diversas razas y especies (Breukelman et al., 2006; Curcio
etal., 2017; Incze et al., 2015; Nagel et al., 2011). La evaluacién de la frecuencia cardiaca puede
utilizarse para realizar seguimiento en gestaciones normales y también para diagnosticar
gestaciones en riesgo, puesto que la presentacién de bradicardia se ha asociado con muerte fetal
y pronéstico negativo del neonato y la taquicardia con distocia, aborto o parto prematuro (12,47—
49).

En cuanto a los parametros para evaluar desarrollo fetal se utilizé la medicion del diametro adrtico
fetal, el cual se puede evaluar desde el dia 100 de gestacion y hasta el parto, tiene una fuerte
relacion con los dias de gestacion, también se ha relacionado con el peso del potro al nacimiento
y un valor bajo con gestaciones en riesgo (Reef et al., 1995; Renaudin et al., 2000). Se ha
encontrado que los equinos exhiben una tendencia similar a lo encontrado en humanos en los
cuales hay una relacién edad — didmetro ya que tanto el grosor como el didmetro luminal
aumentan con la edad (Endoh et al., 2017) y sustentaria lo estudiado en este parametro donde

se ha encontrado un aumento a medida que avanza la gestacion.

La relacién entre el diametro adrtico y el tamafio del feto puede ayudar a detectar problemas en
el crecimiento normal del feto, esto debido a falla en la placentacion y en el intercambio de
nutrientes (Bucca et al., 2005). El diametro promedio que se ha dado por diferentes autores para
razas grandes, como pura sangre de carreras o media sangre son mayores que las obtenidas en
este estudio, pero al comparar los resultados con estudios realizados en el grupo racial criollo
colombiano, reportaron un minimo de 10.3mm al séptimo mes de gestacion y un maximo de 19.8
al mes 11 de gestacion (Vega, 2012). Vega en 2012 también report6 diferencias estadisticamente
significativas en todos los meses de gestacion evaluados, resultado no encontrado en este
estudio donde solo se encontr diferencias estadisticamente significativas de los meses siete y
ocho en comparacion con los 3 ultimos meses de gestacion y entre los tres Gltimos meses de
gestacion, esto debido a que el feto equino gana el 75% de su peso en la Ultima etapa de la
gestacion (Fowden et al., 2020; Platt, 1978).

A diferencia de Hendricks y colaboradores quienes encontraron una relacion en el diametro
aortico fetal y la edad de la yegua con un n de 30 yeguas prefiadas de raza media sangre
alemana, en este estudio no se encontré relaciéon con la edad de la yegua, a pesar de tener un

rango de edad mas amplio que el estudio realizado por los otros autores mencionados, pero
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teniendo un nimero menor de yeguas en el estudio lo cual puede influir en la relacion encontrada

por ellos.

Otro pardmetro utilizado en equinos para evaluar el desarrollo fetal es la érbita ocular fetal, el
cual tiene un facil acceso por medio del examen ultrasonografico transrectal debido a la alta
prevalencia de presentacion obstétrica anterior de los fetos en gestaciones avanzadas (McKinnon
et al.,, 2011). Se observé un aumento en el diametro de la érbita fetal a medida que avanza la
gestacion, otros autores han reportado modelos de crecimiento curvilineos a la medicion del largo
de la orbita fetal (Turner et al., 2006), y modelos de crecimiento lineal en raza criolla de Brasil
(Hartwig et al., 2013) y en Standardbred (Lanci et al., 2019). Estoa autores han concluido que
este tipo de estudios deben ser realizados en cada grupo racial, por que los tamafios oculares
pueden ser diferentes y no estén relacionados con el tamafio del equino (Turner et al., 2006). El
tamafio de la orbita fetal se ha considerado como un estimador poco sensible de la edad fetal, y
se ha reportado una diferencia significativa en los patrones de crecimiento existentes entre
diferentes razas equinas, de tamafio similar (McKinnon et al., 2011; Razquin-Echeverriarza et al.,
2019), sin embargo, se ha encontrado una relacién entre el tamafio de la orbita fetal y la edad
gestacional, ya que esta aumenta a medida que la gestacion avanza y ofrece una aproximacion

estimada de la tendencia de crecimiento fetal (Bucca et al., 2005).

Es importante tener en cuenta que la forma de la érbita fetal cambia a medida que avanza la
gestaciéon de una forma globular a una convexa, algunos autores han descrito como mejor
predictor el largo de la 6rbita fetal, pero también la medicién de los dos didmetros ha servido
como predictor de parto (Lanci et al., 2019; Murase et al., 2014). Autores como Lanci y Hendricks
han reportado que no hay influencia de la edad y el nimero de partos de la yegua en el diametro,
desafortunadamente en este estudio no se pudo obtener esa informacion de todas las yeguas
incluidas en el estudio debido a que no se tenia historia clinica ni reproductiva de las receptoras
(Hendriks et al., 2009; Lanci et al., 2019).

Ademas de la evaluacion del feto y su desarrollo, la evaluacion por ultrasonido del grosor de la
union utero placentaria ha demostrado ser clinicamente relevante para diagnosticar patologias
de la placenta (McKinnon et al., 2011; Renaudin et al., 1997). Al evaluar el grosor Utero
placentario, estos valores aumentaron con la edad gestacional, lo cual ha sido reportado en otras
razas (Bucca et al., 2005; Campos et al., 2017; Kimura et al., 2018; Morris et al., 2007; Renaudin

et al.,, 1997; Souza et al.,, 2010), este aumento a medida que avanza la gestacién se ha
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relacionado con un incremento en la vascularizacion en respuesta al crecimiento fetal, para suplir

sus necesidades (Bucca et al., 2005; Requena et al., 2017).

En cuanto a la medicion del grosor Gtero placentario transrectal, se encontré una diferencia
estadisticamente significativa en este pardmetro a partir del noveno mes de gestacion en
comparacion con los meses 7 y 8 (P=0.003, 0.015), diferencia también reportada por Renaudin,
quien reportd no cambios significativos hasta el octavo mes de gestaciébn y un aumento
significativo cada mes entre los meses 10 y 12 (P<0.001) pero no por otros autores con estudios
en razas criollas, donde se reporté un aumento significativo a partir del octavo mes de gestacién
(Campos et al., 2017; Souza et al., 2010), pero se debe considerar que autores como Souza solo
reportaron el valor mas alto de tres mediciones realizadas y no el promedio de las tres mediciones

como se realiz6 en este estudio.

Al realizar la medicion del grosor Utero placentario a nivel de la estrella cervical se obtienen
resultados variables entre los meses de gestacion de la misma yegua evaluada; acontecimiento
reportado también por Kimura en yeguas de tiro pesado japoneses y por Bucca en yeguas pura
sangre inglés que reportan gran variabilidad entre los valores, esto atribuido a factores como la
dindmica de fluidos, la posicién fetal y la dificultad de medir la misma area (Bucca et al., 2005;
Kimura et al., 2018). No se reporta un efecto de la edad de las yeguas o el peso de las yeguas
sobre el grosor Utero placentario, al igual que en los trabajos publicados en otras razas livianas
(Campos et al., 2017; Souza et al., 2010), aunque autores como Kimura si reportan valores
mayores que los reportados en razas de menor tamafio. En este estudio no se encontrd relacion
entre el grosor utero placentario y el peso de la placenta, resultados también obtenidos en yeguas

pura sangre inglés (Lof et al., 2014).

Ademas de la evaluacion via transrectal de la porcion mas caudal de la placenta, el acercamiento
via transabdominal ha demostrado tener relevancia para evaluar la placenta, teniendo en cuenta
gue para esta se requiere de un equipo con menos Megahertz y mayor penetracion (Barton,
2011). A diferencia de la evaluacion transrectal, la evaluacién transabdominal tiene menor
cantidad de estudios, puede deberse a la facilidad que existe hoy en dia de contar con un
transductor lineal para la evaluacion transrectal a diferencia del transductor convexo el cual puede
requerir de un equipo mas costoso y de dificil acceso, ademas de esto Renaudin concluyd que
las diferencias encontradas en esta medicion mes a mes hacen que sea un método poco

confiable para evaluar la condicion de la placenta (Renaudin et al., 1997). Sin embargo, se ha



Capitulo 2 45

reportado que areas extensas de separacion estan relacionadas con un ineficiente intercambio
de nutrientes y por lo tanto un prondstico negativo del neonato (Reef et al., 1996), ademés se ha
mencionado que el acercamiento transabdominal es el método més adecuado para diagnosticar
placentitis producida por Nocardia, la cual afecta el cuerpo y los cuernos de la placenta
(Macpherson, 2006), ademas con este acercamiento se puede evaluar la viabilidad fetal en el
daltimo tercio de gestacion.

En el este estudio se observé gran variacion en los minimos y maximos, pero se ve un aumento
a medida que avanza la gestacion, resultado también reportado en yeguas de grupo racial criollo
colombiano (Vega, 2013), pero no en razas de mayor tamafio como pura sangre inglés (Bucca et
al., 2005). Este aumento se atribuye al crecimiento fetal y el aumento en los requerimientos de
oxigeno y nutrientes (Reef et al., 1996), se debe tener especial cuidado con la medicién del grosor
Utero placentario transabdominal, ya que se ha encontrado asociacion con el lugar de medicion;
el cuerno no gestante tiene una apariencia de pliegue engrosado, que es normal, y puede llevar
a una falsa interpretacion del grosor uteroplacentario, y el cuerno gestante puede parecer
falsamente delgado, dependiendo de si el feto este 0 no en contacto con la placenta (Bucca et
al., 2005). No se encontré una relacion del grosor Utero placentario y el peso de la placenta al

parto, resultado también reportado en razas de mayor tamafio (Bucca et al., 2005).

En los ultimos afios ha aumentado la informacién disponible y el interés en equinos en lo que
respecta al ultimo tercio de la gestacion, sin embargo, al comparar la informacion disponible que
existe en humanos para evaluar gestaciones en riesgo y retraso en el crecimiento fetal, la
evaluacion clinica de la gestacion tardia en equinos tiene todavia muchos interrogantes, por esto

la importancia de la realizacion de estudios en esta area (28).

Para los dias de gestacion se tom6 como referencia la fecha de inseminacion artificial y se obtuvo
un promedio de 336 dias, la duracién de la gestacion en yeguas es un tema controversial, se ha
descrito que puede variar por raza, edad, tamafio del potro al nacimiento, sexo del potro,
genética, estado nutricional y en paises con estaciones el mes de nacimiento (Clothier et al.,
2017; Satué et al., 2011). Se ha reportado que una baja disponibilidad materna de nutrientes y
una alta demanda del feto también puede variar la duracién de la gestacion (Fowden et al., 2020).
Un estudio previo en neonatos de grupo racial criollo colombiano donde se evaluaron 192
neonatos reportdé un promedio de 335 dias de gestacion (Kuhl et al., 2015), también se han
encontrado diferencias entre yeguas multiparas y de un solo parto, siendo estos resultados

contradictorios lo cual requiere mas investigacion y estudios controlados (Robles et al., 2018),
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sin embargo, como en este estudio no se pudo obtener la informacion reproductiva completa de

las receptoras no se realizd esa diferenciacion.

En conclusién, es posible evaluar la concentracion sérica de AFP (pg/mL) en yeguas de grupo
racial criollo colombiano la cual tiene una baja variacion durante el Ultimo tercio de la gestacién
lo que permitié determinar rangos de evaluacion Utiles con gestaciones clinicamente normales.
Conocer los valores minimos y maximos de los parametros ultrasonograficos sirve de guia para
evaluar yeguas del grupo racial criollo colombiano y tener parametros de referencia para poder
identificar una gestacion en riesgo. Se encontré una relacion entre los parametros de desarrollo
fetal y los dias de gestacion lo cual ayuda a la evaluacion de las gestaciones en ultimo tercio de
gestacion. Los pardmetros de desarrollo fetal como el didmetro adrtico y la 6rbita fetal reportan

valores menores que los reportados en razas de mayor tamafio.
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3.Conclusiones y recomendaciones

3.1 Conclusiones

La variacion de Alfafetoproteina a través del Ultimo tercio de gestacion presentd su mayor
variacion al octavo mes de gestacién con una disminucién estadisticamente significativa en este
mes en comparaciéon con los otros meses evaluados. No se encontré relacion entre la

concentracion de alfafetoproteina y los dias de gestacion.

Se reportan diferencias estadisticas entre sexos en el octavo mes de gestacion y diferencias
significativas en la concentracion de AFP entre sexos en el octavo y el undécimo mes de
gestacioén, se requiere de un mayor numero de yeguas para poder realizar esta comparacion

entre sexos.

Respecto a la asociacion entre la concentracion de Alfafetoproteina y los cambios
ultrasonograficos del feto y la placenta no se encontré asociacién entre estos parametros, se
debe tener en cuenta que las yeguas presentaban gestaciones normales y por lo tanto no se

esperaba un aumento en la concentracion de Alfafetoproteina sérica.

La concentracion de Alfafetoproteina fue medida por medio de un ensayo comercial de ELISA
para equinos, todas las muestras fueron evaluadas por el mismo operario en el laboratorio de

reproduccion de la Universidad Nacional de Colombia.

A pesar de que en las yeguas cuya gestacion fue producto de transferencia embrionaria los
niveles de alfafetoproteina fueron més altos, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre este método de reproduccion y la inseminacion artificial, esto permite concluir
que la variabilidad de AFP seria Util para evaluar viabilidad independiente del método de
reproduccion. Las concentraciones de AFP reportadas pueden servir de base para nuevos

estudios de biomarcadores en yeguas de grupo racial criollo colombiano.
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En cuanto a la evaluacion de viabilidad fetal por medio de ultrasonografia, se pudo observar el
aumento de estos pardmetros a medida que avanza la gestacion a excepcién de la frecuencia
cardiaca la cual disminuye, se encontr6 un didmetro adrtico y una Orbita fetal menor que el
reportado en otras razas de mayor tamafio, no se observo un efecto de la edad de la yegua, el

sexo de la cria y el método de reproduccién sobre los pardmetros de viabilidad.

3.2 Recomendaciones

En los ultimos afios ha aumentado la informacién disponible y el interés en equinos en lo que
respecta al ultimo tercio de la gestacion y sobre todo la evaluacién a yeguas de alto riesgo en la
gestacion, sin embargo, al comparar la informacion disponible que existe en humanos para
evaluar gestaciones en riesgo y retraso en el crecimiento fetal, la evaluacion clinica de la
gestacion tardia en equinos tiene todavia muchos interrogantes, por esto la importancia de la

realizacion de estudios en esta area.

En cuanto al desarrollo de este proyecto de investigacion se debe tener en cuenta que el manejo
de las muestras requiere cuidado y rigurosidad puesto que la Alfafetoproteina se degrada
rapidamente en muestras mal conservadas. Es importante también poder contar con un nimero
de yeguas significativo para poder dar robustez al estudio y para esto se requiere de un gran

namero de yeguas prefiadas con similitud en la edad gestacional.
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