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Resumen y Abstract IX

Resumen

Para contribuir al establecimiento de valores de referencia durante el ciclo estral (CE) y la
gestacion temprana en yeguas Criollas colombianas (CC), se realizd seguimiento de la
dindmica folicular y del diametro del cuerpo lateo (CL) durante dos CE consecutivos por medio
de ultrasonografia (US) transrectal diariamente. Se emplearon 30 yeguas entre 4 a 14 afios de
edad, ubicadas en Pereira (Colombia). Ademas se tomaron muestras de sangre cada 48 horas
durante un CE para cuantificar niveles de P4 por la técnica de radioinmunoandlisis (RIA). Al
final del segundo CE las yeguas se inseminaron artificialmente; se evaluo el diametro del CL y
del utero por US y se cuantificaron los niveles de P4. El diagnéstico de prefiez se realiz6 al
detectar un conceptus; desde ahi hasta el dia 40 postovulaciéon se evaludé diariamente el
crecimiento, la ubicacién y la forma del conceptus. Se realizé estadistica descriptiva, analisis
de varianza (ANOVA) para determinar diferencias entre los CE y una prueba de correlacion
entre el diametro del CL y P4. La duracion del CE fue 21,5 + 1,8 dias (promedio + desviacion
estandar). La tasa de crecimiento diario del foliculo dominante (FD) fue de 1,62 £ 0,4 mm. El
tamafio maximo del FD fue 44,3 + 4,8 (34,9 — 53,0 mm). En el 63% de los CE el FD se ubic6
en el ovario derecho y en el 37% en el izquierdo. La duracion del estro fue de 5,9 + 1,8 dias. El
didmetro del CL el dia cero fue 25,1 + 4,5 (16,8 — 38,2 mm) y el tamafio final 8,5 + 0,9 (7,5 -
9,4 mm) el dia 20 del CE. Los niveles maximos de P4 durante el CE se encontraron al dia 6
postovulaciéon y fueron de 10,7 + 4,3 (2,51 — 18,8 ng/ml). La concentracién sérica de P4
durante el diestro fue 6,6 + 3,6 ng/ml y durante el estro 0,25 + 0,3 ng/ml. El diagnéstico de
gestacion ocurrié en promedio el dia 10,4 + 0,8. La tasa de crecimiento del conceptus fue 1,65
+ 0,1 mm/dia; su fijacion al Gtero sucedié el dia 16,8 + 1,5. El embrién se visualizé dentro de la
vesicula el dia 20,8 £ 1,7. La tasa de crecimiento del embrion fue 0,8 + 0,3 mm/dia; el latido
cardiaco se detectd desde el dia 23,9. El 66,6% de las vesiculas embrionarias se ubicaron en
la union atero cornual derecha; el 79,1% ipsilateral al CL; la maxima concentracion de P4
durante la gestacion se alcanzé el dia 6 postovulacion (13,5 + 4,6 ng/ml). La tasa de prefiez
fue de 80% (24/30); es decir que en el 20% de las yeguas (6/30) no se detectd ningun
conceptus hacia el dia 15 postovulacién y presentaron calor pocos dias después. Los
parametros reproductivos de la yegua CC son similares a los descritos para otras razas de
equinos, aungue hay algunas diferencias que deben tenerse en cuenta en las valoraciones
clinicas. Los valores aqui reportados pueden ser el punto de partida para establecer valores de
referencia de utilidad clinica y para futuros estudios de investigacion.

Palabras clave: ciclo estral, crecimiento folicular, cuerpo liteo, embrién, progesterona,
yeguas.
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de prefiez en yeguas criollas colombianas

Abstract

As a contribution to determine reference values during the estrous cycle and early
gestation in colombian criollo mares, ultrasonographical transrectal determination ovarian
follicle and corpus luteum size was employed during 2 consecutive estrous cycles (EC)
and the first 40 days of gestation. Serum progesterone (P4) levels were also measured
by radioimmunoassay in samples obtained every 48 hours. Four to 14 years-old mares
were used, located in Pereira (Colombia).The animals were artificially inseminated at the
end of the second EC. The detection of a conceptus within the uterus was assessed by
daily ultrasound (US) examination, and its growth, shape, location and size established.
Descriptive statistics and analysis of variance (ANOVA) were used to determine
differences between the two EC studied and a test of correlation to CL diameter and
serum P4 levels values. The estrous cycle duration was 21,5 + 1,8 days (mean %
standard deviation). The daily growth rate of the dominant follicle (DF) was 1,62 + 0,4
mm. The maximum size of FD was 44,3 + 4,8 (34,9 — 53,0 mm). In 63% of EC studied,
the FD was located in the right ovary and 37% in the left. The duration of estrus was 5,9 +
1,8 days. The diameter of the CL on day zero was 25,1 + 4,5 (16,8 — 38,2 mm) and the
final size 8,5 = 0,9 (7,5 — 9,4 mm) on day 20 of the EC. The maximum levels of P4 were
found on day 6 post-ovulation and was 10,7 = 4,3 (2,51 — 18,8 ng/ml). The serum
concentrations of P4 during diestrus was 6,6 + 3,6 ng/ml during estrus 0,25 + 0,3 ng/ml.
Pregnancy diagnosis occurred on average 10,4 + 0,8 days. The conceptus growth rate
was 1,65 £ 0,1 mm/day, their fixation to the uterus was the day 16,8 + 1,5. The embryo
was visualized on 20,8 + 1,7. Embryo’s growth rate was 0,8 £ 0,3 mm/day, the heartbeat
was detected for the first time, from day 23,9; 66,6% of embryonic vesicles were located
in the right cornual uterine junction, 79,1% ipsilateral to the CL, the highest concentration
of P4 was reached on day 6 post-ovulation (13,5 + 4,6 ng / ml). The pregnancy rate was
80%. The mare reproductive parameters of the CC are similar to those described for
other breeds of horses, although there are some differences that must be considered in
clinical assessments. The values reported here may be the starting point for establishing
reference useful values in the clinical practice and future research works.

Keywords: estrous cycle, follicular growth, corpus luteum, embryo, progesterone, mares
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Introduccién

La especie equina ha tomado gran importancia en nuestro pais, aumentando asi el
interés de realizar investigaciones para profundizar y comprender sus condiciones
fisiolégicas y patoldgicas en el trépico. En la encuesta Nacional Agropecuaria del afo
2009 se reporta una poblacibn equina en Colombia de 3.159.403 ejemplares;
representada por 2.505.579 caballos, 220.847 asnales y 432.977 mulares
(www.agronet.gov.co/ENA2009). La industria equina genera empleos directos e
indirectos y es de gran importancia en el manejo de ganaderias, labores del campo y
deportes ecuestres, entre otras actividades de interés; ademas no se puede desconocer
la importancia de la industria equina, y especialmente del caballo criollo colombiano, el
cual tiene un gran potencial econdmico en el mercado interno y externo por el costo de

los ejemplares y la comercializacién de semen y embriones.

El principal fin de un programa de reproduccion de un criadero es la produccion de
embriones y de crias vivas; para hacer mas eficiente la reproduccién en los equinos es
necesario conocer la fisiologia del ciclo estral y de la gestacién de la yegua y asi poder
establecer pardmetros de normalidad o anormalidad. Los estudios en cuanto a dindmica
folicular, ovulacién, causas de repeticion de celos, desarrollo embrionario temprano,
porcentajes de fertilidad, pérdidas embrionarias tempranas y otros parametros
reproductivos son fundamentales para establecer el comportamiento reproductivo normal.
Todos estos parametros han sido ampliamente estudiados en otros paises y otras razas
de equinos pero no existe suficiente investigacion en la fisiologia reproductiva de la
yegua criolla colombiana en nuestro medio para determinar si el ciclo estral tiene

caracteristicas similares o difiere con lo reportado en la literatura.

La maxima eficiencia reproductiva de la yegua se obtiene con la aplicacién correcta de

las practicas de manejo y con el uso de biotecnologias que brinden un soporte para



2 Introduccién

mejorar y comprender la dindmica reproductiva; la implementacibn de estas
biotecnologias reproductivas en un criadero permite la manipulacion del ciclo estral y
determinar el momento Optimo para realizar la inseminacién, natural o artificial, para
asegurar la prefiez y evitar pérdidas econdmicas por repeticion de servicios; de igual
manera esto se puede aplicar al seguimiento continuo de los animales para prevenir la

presentacion de mortalidad embrionaria, abortos y otros problemas reproductivos.

El ultrasonido es una herramienta eficaz para analizar el tracto reproductivo y determinar
el momento de inseminar una yegua o para diagnosticar prefiez temprana o
enfermedades y para la investigacion en el area de reproduccién animal, en la cual se
han hecho grandes aportes al permitir el estudio y analisis de la dinamica del ciclo estral,
el seguimiento de la gestacion y el posparto, la identificacion de patologias del sistema
reproductivo, la determinacion del sexo fetal, la viabilidad embrionaria y la aspiracion

folicular, entre otras aplicaciones (Giraldo 2003; Griffin y Ginther 1992).

La muerte embrionaria en yeguas hace referencia a la pérdida de la prefiez desde el dia
11 al dia 40 de gestacién, cuando termina el periodo embrionario y comienza el fetal
(descrito por Ginther 1998; Meyers et al. 1991). En otros paises hay reportes de muerte
embrionaria en yeguas; la mayoria se han asociado con procesos inflamatorios del utero
como la endometritis, que puede inducir a un proceso de lutedlisis prematura. Otras
causas son la insuficiencia luteal primaria, las fallas en el mecanismo de reconocimiento
materno de la gestaciébn que resultan en una disminucion de la concentracion de
progesterona, los defectos o anormalidades del embrién y alteracién del medio ambiente
oviductal y uterino (Sevinga et al. 1999; Papa et al. 1998; Ball 1988). El seguimiento
continuo de la vesicula embrionaria puede ayudar a establecer indicadores de
normalidad o anormalidad en el crecimiento, desarrollo y morfologia de la vesicula; y asi

identificar gestaciones en riesgo de mortalidad embrionaria.

La ultrasonografia transrectal es de gran importancia para el diagnéstico de la muerte
embrionaria tardia y es Gtil para determinar las posibles causas de la baja tasa de prefiez
en yeguas (Pal et al. 2001; Griffin y Ginther 1992). Las pérdidas embrionarias afectan
directamente la tasa de prefiez y repercuten negativamente sobre la economia de los

criaderos equinos, por esto, es necesario dilucidar los factores que pueden afectar el
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desarrollo del conceptus y determinar patrones de normalidad o anormalidad en el

seguimiento ultrasonografico del embrién.

La comprension de los eventos fisiolégicos del ciclo reproductivo y de la gestacion
temprana de la yegua permite conocer y definir las posibles limitantes de su capacidad
reproductiva y aplicar correctivos con el fin de mejorar y aumentar la eficiencia
reproductiva de cada animal y por ende, de los criaderos equinos, y asi fomentar la
conservacion y mejoramiento de esta raza. Con el auge que existe actualmente en el
pais del caballo criollo, es importante investigar ain mas las caracteristicas de su
fisiologia, para aumentar su eficiencia reproductiva y conocer parametros de referencia
para futuros estudios que contribuyan a la preservacién de la raza de caballos criollos

colombianos.



Objetivos

3.1 Objetivo general

Caracterizar las posibles variaciones en cuanto a la duracion del ciclo estral y del estro, el
desarrollo de los foliculos del ovario, el momento de la ovulacién, el tamafio del cuerpo
luteo, el desarrollo embrionario temprano, la tasa de prefiez y de mortalidad embrionaria;
asi como los niveles séricos de progesterona durante el ciclo estral y la gestacion

temprana en yeguas criollas colombianas.

3.2 Objetivos especificos

= Determinar la duracién del ciclo estral y de su fase folicular y luteal en yeguas criollas

colombianas.

» Establecer el diametro y la tasa de crecimiento del foliculo ovérico en las diferentes

fases de la dinamica folicular.

»= Analizar la dinamica folicular incluyendo la emergencia, la seleccion, la dominancia, el

tamarnio folicular al inicio del celo y el crecimiento diferencial entre foliculos.

= Determinar las variaciones en el grado de edema uterino en las diferentes fases del

ciclo estral y de la gestacion.
» Evaluar la tasa de crecimiento del conceptus en los primeros 40 dias de la gestacion.

» Evaluar la tasa de prefiez y de pérdida embrionaria en los primeros 40 dias de la

gestacion.



Obijetivos

= Correlacionar las caracteristicas ecograficas del utero y del foliculo preovulatorio con
la ovulacion.

= Determinar los niveles de progesterona (P4) en suero durante el ciclo estral y la

gestacion temprana por medio de radioinmunoanalisis (RIA)



Hipotesis
En este trabajo de investigacion se pretende demostrar que,

Ho: Existen diferencias en la tasa de crecimiento folicular, el tamafio del cuerpo llteo, el
diametro del foliculo ovulatorio, la duracién del ciclo estral y del estro, el nivel de
progesterona sérica, el porcentaje de prefiez y la tasa de pérdidas embrionarias en el

grupo de animales analizados.

H1: No existen diferencias en la tasa de crecimiento folicular, el tamafio del cuerpo Ilteo,
el diametro del foliculo ovulatorio, la duracion del ciclo estral y del estro, el nivel de
progesterona sérica el porcentaje de prefiez y la tasa de pérdidas embrionarias en el

grupo de animales analizados.



1.Revision de literatura del ciclo estral y de la
gestacidn temprana en yeguas

1.1 Ciclo estral de la yegua

El ciclo estral (CE) de la yegua se define como el intervalo de tiempo entre una ovulacion y
otra, en el cual se encuentran concentraciones de progesterona (P4) <1 ng/ml y evidencia de
conducta de estro; su duracion es aproximadamente de 21 dias y presenta dos fases, la

folicular y la luteal (Pryor y Tibary 2005; Daels y Hughes 1993).

En la fase folicular la yegua es receptiva al macho como consecuencia de la produccién de
estrdgenos (E) y los niveles séricos de P4 en este periodo son bajos (<1ng/ml) (Evans et al.
1997). En esta etapa se facilita la copula, el ascenso de los espermatozoides a través del
tracto genital de la hembra y la fertilizacion bajo la influencia de los E. En general el estro
tiene una duracién de 5 a 7 dias pero esto puede variar entre 2-12 dias. El periodo del estro
cambia segun la estacionalidad; en los paises del hemisferio norte tiende a ser de mayor
duracién y a presentar foliculos ovulatorios mas grandes durante la primavera y el verano
(época reproductiva) y a medida que avanza el aflo hay estros de menor duracién con
foliculos ovulatorios mas pequefios hasta un periodo de anestro (invierno) (Pryor y Tibary
2005). También puede ser de mayor duracién en yeguas de mas edad; en promedio 4,3 dias
mas largo en yeguas de raza grande y 2,6 dias en razas de menor tamafio; este incremento
parece ocurrir como resultado de una fase folicular de superior duracién debido

probablemente a la presencia de foliculos de menor diametro (Madill 2002).

El comportamiento de estro en la yegua puede ser observado por un promedio de 5 a 7 dias;
la duracién depende de la yegua y del periodo estacional. Durante el estro la yegua presenta
un comportamiento especifico caracterizado por incremento en la miccién, receptividad al
macho, levantamiento de la cola y eversion ritmica del clitoris, conocida como “guifio vulvar”;

este comportamiento se determina tradicionalmente por la exposicion de la yegua al caballo
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para observar los signos de celo y la intensidad de éstos, los cuales pueden variar de una
yegua a otra (Pryor y Tibary 2005). La fase luteal, tiene una duracion relativamente constante
de 14 a 16 dias y en esta fase se presentan altos niveles de P4 (>1ng/ml) producidos por el
cuerpo lateo (CL) (Pryor y Tibary 2005). Durante el diestro no hay receptividad hacia el
macho y la P4 produce cambios en el tracto reproductivo como son el incremento del tono

uterino y el cierre del cérvix (Daels y Hughes 1993).

Gaitan (1987) en un estudio en el pie de monte llanero, donde se realizé6 seguimiento del CE
por medio de recelaje (deteccion del estro) y vaginoscopia a 10 yeguas criollas, reporta un
promedio de duracién del estro de 7,5 dias y del diestro de 28,3 dias y una duracion total del
CE de 32 a 39 dias, lo cual presenta diferencias con lo reportado en la literatura (Pryor y
Tibary 2005; Ginther 1995; Daels y Hughes 1993). En este trabajo no se encontraron
diferencias entre la presentacion y duracién del CE con relacibn a las condiciones
medioambientales y época del afio. En una investigacion posterior en la Sabana de Bogot4,
se realiz6 seguimiento del CE por medio de ultrasonografia a un grupo de yeguas criollas
colombianas (n=10), Lépez y Rodriguez (2005) encontraron una duracion promedio del CE
de 20,5 + 1,43 dias, de la fase luteal de 13,9 + 1,52 dias y 6,6 + 0,84 dias de estro, lo cual

representa ciclos mas cortos comparados con los reportes de la literatura.

Los cambios a través del CE son controlados por hormonas producidas por el hipotalamo, la
hipdfisis, la glandula pineal, los ovarios y el Gtero. La regulacion de la liberacion de la
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) producida por el hipotalamo esta dada por
sefiales que provienen de centros cerebrales y de la glandula pineal, haciendo que la
informacién sea susceptible al medioambiente y a la luz del dia (Daels y Hughes 1993). Las
yeguas son animales poliéstricos estacionales y poseen un ritmo reproductivo circadiano
enddgeno, el cual es afectado por factores externos como el fotoperiodo, la temperatura
ambiental y la condicion corporal y nutricional de los animales (Markovic et al. 2003; Nagy et
al. 2000). La dopamina, los opioides y la melatonina son los mediadores de transduccion
neuroendocrina mas conocidos que interfieren con el encéfalo y con la funcion gonadal;
aunque el mecanismo de accion de la dopamina en el control de la reproduccion no es
completamente claro en los equinos, se cree que de manera similar a otros
neurotransmisores, la dopamina ejerce una inhibicion tonica a nivel hipotalamico sobre el

control reproductivo y compite o inibe los receptores de la prolactina y esta a su vez controla
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la secrecién de LH, hormona que actia como la sefial neuroendocrina para la ovulacién
(Nagy et al. 2000). En el hemisferio norte, muchas yeguas permanecen en anestro en
respuesta a la reduccién del fotoperiodo entre noviembre y febrero. La produccién de
melatonina por la glandula pineal en respuesta a la oscuridad resulta en la liberacion de
pulsos cortos y de baja frecuencia de GnRH y bajos niveles de LH (hormona luteinizante).
Con el aumento de la duracién de la luz durante la primavera (marzo a abril), los pulsos de
GnRH incrementan su frecuencia llevando a una estimulacion gradual de la secrecion de
FSH (hormona foliculo estimulante) y de la LH, lo cual reinicia el desarrollo folicular ovéarico
(Bergfelt y Adams 2007). Este comportamiento es diferente en condiciones tropicales; en un
estudio en México (19°21’ latitud norte) en el cual se realizd6 seguimiento de la actividad
ovarica por medio de ultrasonografia y perfiles de P4, aunque se evidencio una disminucién
de la actividad en épocas de menor intensidad luminica, mas del 60% de las yeguas

continuaron ovulando en este periodo (Boeta et al. 2006).

La sintesis de GnRH ocurre en las células neurosecretoras del hipotalamo (area medio
basal) encontradas en el centro ténico y centro regulador; y estimula al I6bulo anterior de la
hipéfisis para producir FSH y LH, que actian en el ovario. La produccion de GnRH en pulsos
de alta amplitud y baja frecuencia estimula la liberacibn de FSH, mientras que pulsos de
GnRH de baja amplitud y de alta frecuencia estimulan la produccién de LH. La FSH actia
sobre las células foliculares y se encarga de iniciar el crecimiento folicular durante el diestro
tardio; la LH tiene receptores en las células tecales y es la responsable de la maduracién
folicular, de la producciéon de E, de la ovulacion y de la formacion y mantenimiento del CL
(Daels y Hughes 1993). Como resultado de la accién constante de la LH, el foliculo
dominante es ovulado liberando el oocito y posteriormente se forma el CL a partir de las
células de la granulosa y de las células de la teca que produciran P4; la concentracion sérica
de P4 aumenta rapidamente 24 horas después de la ovulacion, y alcanza un nivel maximo
(4-10 ng/ml) 4 a 7 dias postovulaciéon (Bergfelt y Adams 2007; Nett et al. 1976) y comienza a
disminuir rapidamente, aproximadamente 14 dias después de la ovulacién (Nett et al. 1976;
Figura 1-1).

La P4 inhibe la produccion de LH pero no la de FSH; por esto la presentacion de una
segunda onda folicular puede causar una ovulacion en el diestro aproximadamente en 10%

de los ciclos. La mayor incidencia de las ovulaciones en diestro ocurren entre el dia 4 y el dia
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10 en ausencia de edema uterino y sin signos de comportamiento de estro (Newcombe
1996). Hacia el dia 13-16 del ciclo la prostaglandina F2a (PGF2a) es liberada por el
endometrio hacia la circulacion general y alcanza el ovario por via sistémica para producir la
lisis del CL (Daels y Hughes 1993).

Figura 1-1: Niveles hormonales y actividad ovarica durante el ciclo estral de la yegua

(Tomado de www.Oklahoma State University.com; Slusher 2003).
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1.2 Onda folicular ovulatoria

Se han descrito una o dos ondas de crecimiento folicular durante el CE de la yegua; una
onda folicular menor del ciclo estral se caracteriza por presentar un foliculo grande que no
alcanza un didmetro para ser ovulatorio y una onda mayor con foliculos dominante y
subordinados (Ginther et al. 2004; Ginther 2000). La presentaciéon de estas ondas tiene
diferencias entre razas; algunas presentan solo una onda folicular y otras razas, como la
Pura Sangre Inglés (PSI), desarrollan una onda secundaria en el diestro temprano en la cual
el foliculo dominante puede ser ovulatorio o anovulatorio (Ginther 2000). En estos casos se
detectan dos picos de FSH (dia 3-5 y dia 11-13), hay un retraso en la ovulacién y el ciclo
estral tiene mayor duracién (Bergfelt y Adams 2007). Sin embargo, en general se describe
una sola onda mayor en el CE equino. La ultrasonografia es una técnica muy utilizada en
diferentes estudios para caracterizar la dindmica folicular (Ginther et al. 2004; Ginther 2000;
1995; Griffin y Ginther 1992). Por esta técnica se pueden detectar, en la mitad del CE,

grupos de 7 a 11 foliculos en crecimiento, con un diametro mayor de 5 mm; pero es
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necesario mas de un examen ultrasonogréfico para distinguir entre los foliculos que estan

creciendo y los foliculos en regresion (Ginther 1995).

La seleccidn folicular en especies monoovulares es el proceso donde solamente un foliculo
de un grupo de foliculos en crecimiento, se desarrolla de una manera mas rapida y continua
creciendo hasta ovular. El sistema endocrino de la regulacién de la foliculogénesis involucra
gonadotropinas, hormonas producidas localmente y factores de crecimiento (Beg y Ginther
2006). La onda folicular se desarrolla en las diferentes fases del CE con diferentes
ambientes hormonales, lo cual asegura una poblacion folicular constante (Ginther 2000). La
onda emergente es el primer grupo de foliculos detectados por ultrasonografia, con un
tamafio de 6 mm, usualmente ocurre cuando el foliculo mas grande tiene una diferencia de 2
a 3 mm de didmetro comparado con los foliculos mas pequefios de la onda
(aproximadamente 1 dia de ventaja en crecimiento) (Bergfelt y Adams 2007; Ginther 2000;
Gastal et al. 1997; Figura 1-2).

La emergencia folicular est4 asociada con un aumento en los niveles sanguineos de FSH
(Donadeu y Ginther 2002; Ginther 2000); cuando el futuro foliculo dominante alcanza 13 mm
de diametro, la concentracion de FSH en la sangre alcanza su maximo nivel (15 ng/ml) y
posteriormente disminuye (Gastal et al. 2000); en este momento las concentraciones
circulantes de P4 estan disminuidas y las de inhibina y de LH aumentan (Bergfelt y Adams
2007; Ginther et al. 2004; Donadeu y Ginther 2002; Ginther 2000). La disminucion en la
liberacion de FSH es regulada por la poblacién de foliculos en crecimiento y aunque ésta
disminuye, se requieren niveles sanguineos bajos para estimular el crecimiento del foliculo
preovulatorio (Ginther 2000). Los foliculos tienen una fase de crecimiento paralela (2-
3mm/dia) y el futuro foliculo dominante tiene en promedio una ventaja en tamafio de 3 mm
hasta el inicio de la desviacion folicular (Donadeu y Ginther 2002). La diferencia entre la
frecuencia de crecimiento del foliculo dominante y la de los foliculos subordinados es notoria,
esto es un evento clave durante la seleccién del foliculo ovulatorio y se denomina desviacion
folicular (Gastal et al. 1997).

La seleccion folicular es el mecanismo por el cual solamente un foliculo de un grupo de
varios foliculos se transforma en dominante o preovulatorio (Donadeu y Ginther 2002;

Ginther 2000); se presenta cuando el foliculo mas grande continda creciendo y los
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subordinados disminuyen su crecimiento. En el momento de la desviacibn se encuentran
diferencias entre el diametro de los dos foliculos mas grandes; se ha reportado que el
didmetro promedio en el momento de la desviacion es de 22 mm para el foliculo de mayor
tamafio y 19 mm para el segundo foliculo més grande; asi mismo el comienzo de la
desviacion se presenta 6,2 dias después de la emergencia folicular (Ginther 2000; Gastal et
al. 1999; Figura 1-2). Antes del inicio de la desviacién, ocurren eventos bioquimicos
intrafoliculares que aseguran la futura dominancia del foliculo seleccionado. EI mecanismo
por el cual se activan estos eventos bioquimicos no es claro, pero sucede durante una
disminucion progresiva en los niveles de FSH y un aumento de LH (Beg y Ginther 2006).
Entre los factores intrafoliculares relacionados con la activacion de la desviacion folicular se
encuentran el sistema de factor de crecimiento insulinico (IGF), esteroides, la inhibina A y la
activina A, receptores de gonadotropinas, factores angiogénicos y la proteina plasmatica A
asociada a la prefiez (PAPP-A), entre otros (Beg y Ginther 2006; Fortune et al. 2004). Los
cambios en el sistema intrafolicular IGF dentro del futuro foliculo dominante son una parte
fundamental de la seleccién de un foliculo entre un grupo de foliculos de similar tamafio para

su posterior crecimiento, diferenciacion y ovulacion (Fortune et al. 2004).

Figura 1-2: Diametro folicular en yeguas. El nimero de yeguas presentando desviacién es

indicado en el paréntesis (Gastal, et al. 1999).
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Al ganar ventaja en tamafio, el foliculo mas grande desarrolla la capacidad de suprimir las
concentraciones circulantes de FSH y de utilizar niveles basales de FSH para su desarrollo
(Ginther et al. 2004). El foliculo més grande tiene mayor area de superficie y por lo tanto,
mas receptores para la FSH, lo cual es importante para que pueda continuar su crecimiento
con bajos niveles sanguineos de FSH y ocurra la desviacién folicular. La disminucién en la
liberacion de FSH estd asociada con la desviacion y después de ésta, su concentracion
continda disminuyendo durante varios dias después (Ginther 2000). Las hormonas del fluido
folicular son importantes en el control de la desviacion folicular; en unas yeguas, se encontrg
gue la concentracion de estradiol aumenta en el foliculo mas grande antes del comienzo de
la desviacion folicular, lo cual se asocié con cambios en la textura de la pared folicular
(Donadeu y Ginther 2002; Ginther 2000). Se cree que la inhibina puede causar un descenso
en los niveles de FSH en la sangre, en efecto se hall6 un aumento de FSH en el plasma

posterior a la administracion de un antisuero contra la inhibina (Ginther 2000).

El mecanismo asociado con la seleccion folicular es desconocido pero parece que existe una
ventaja del desarrollo de un foliculo sobre otro debido a que el futuro foliculo dominante tiene
una mayor capacidad para la produccion de E, mayor sensibilidad a la FSH y mayor
especificidad para responder a la LH, a través del estimulo de receptores para LH de las
Células de la granulosa. Los foliculos subordinados son insensibles a las bajas
concentraciones sistémicas de FSH y no tienen gran cantidad de receptores de LH en las
células de la granulosa; por lo tanto los foliculos subordinados sufren de regresién debido a
una escasa capacidad para responder a concentraciones bajas de gonadotropinas (Bergfelt
y Adams 2007). En estudios recientes se demostré que las concentraciones intrafoliculares
de estradiol, del factor de crecimiento insulinico (IGF-1), de Inhibina A y de Activina A
aumentan diferencialmente en el futuro foliculo dominante y en los foliculos subordinados
antes del comienzo de la desviacion y por lo tanto pueden actuar como moduladores para
aumentar diferencialmente la respuesta de la FSH y de la LH del futuro foliculo dominante
(Beg y Ginther 2006; Fortune et al. 2004; Donadeu y Ginther 2002).

En diferentes estudios en bovinos se ha encontrado evidencia que cuando el futuro foliculo
dominante es mas grande que el resto del grupo, su fluido folicular tiene mas altas
concentraciones de estradiol y de PAPP-A, esto sucede en respuesta al aumento de los
niveles de FSH en la circulacion, y este incremento en PAPP-A lleva a un aumento en el IGF-

1 libre, el cual actia de forma sinérgica con la FSH para estimular el rdpido aumento en la
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produccion de estradiol. Este incremento en los niveles de estradiol puede hacer una
retroalimentacion negativa sobre la secrecion de la FSH y de esta manera evitar que otros
foliculos del grupo adquieran PAPP-A (Fortune et al., 2004). En equinos, se ha encontrado
gue la concentracion de IGF-1 libre, estradiol, inhibina A y activina A es mayor en el futuro
foliculo dominante que en los otros foliculos antes del inicio de la desviacion folicular; sin
embargo el IGF-1 libre es el Unico factor indispensable para el inicio de la desviacion como

se ha demostrado en experimentos de ablacion folicular (Beg y Ginther 2006).

La supresion continua de FSH durante la fase de dominancia, se atribuye al efecto sinérgico
de la inhibina y del estradiol; el aumento en las concentraciones circulantes de ambas
hormonas se origina del foliculo dominante en desarrollo o foliculo ovulatorio. Aparte de este
efecto inhibitorio de la FSH, el aumento en la concentracion de estradiol en ausencia de P4,
parece inducir el aumento de las concentraciones circulantes de LH. Se necesitan pulsos de
liberacion de alta frecuencia de LH para la desviacion folicular y para el continuo crecimiento
del foliculo dominante, asi como para la eleccion y preparacion del foliculo para la ovulacion;
se ha demostrado que la maduracion folicular solo ocurre cuando los niveles de P4 son bajos
(Bergfelt y Adams 2007; Ginther et al. 2005).

Ginther en 1995, mediante el uso de la ultrasonografia, encontrdé que el tamafio del foliculo
ovulatorio es el criterio mas comun de decisién y sencillo para estimar el momento de la
ovulacion. La medida relativamente exacta del tamafio folicular, especialmente cuando el
foliculo ha perdido su forma esférica, se puede determinar calculando el promedio de la
medida de dos lineas de una imagen ultrasonografica congelada. Esto se hace dibujando
una linea de borde a borde del area central mas grande, usando el marcador electrénico del
ecografo, y otra, de borde a borde perpendicularmente a la primera linea (Ginther 1995). El
diametro promedio maximo del foliculo preovulatorio es usualmente entre 40 a 45 mm en
yeguas PSI, pero el rango puede ser mucho mayor (30 a 70 mm). El didametro maximo del
foliculo puede ser afectado por las estaciones (5 a 8 mm mas grande en primavera
comparado con el verano o el otofio), por la raza (aproximadamente 3 mm de diferencia
entre yeguas de carreras, 5 mm mas pequefios en yeguas pony y 10 mm mas grandes en
yeguas de tiro comparado con las yeguas de carreras) y por multiples ovulaciones (4 a 9 mm
mas pequefio en ovulaciones dobles comparado con ovulaciones simples) (Bergfelt y Adams

2007). El promedio del didametro del foliculo dominante no cambia significativamente durante
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las 48 horas antes de la ovulacion debido a que el crecimiento del foliculo preovulatorio
disminuye 24 horas antes de la ovulacion. Asi de esta forma el méximo didmetro folicular no

se presenta, necesariamente, el dia anterior de la ovulacién (Madill 2002).

En yeguas criollas colombianas se reporté un promedio de didmetro del foliculo ovulatorio de
43,7 mm (rango de 39-52 mm), con una tasa de crecimiento de 2,52 mm/dia a partir del
momento en el cual el foliculo alcanz6 un tamafio de 20 mm, la cual disminuyé un dia antes
de la ovulacién (2mm/dia) (Lopez y Rodriguez 2005); estos datos son similares a los

reportados en la literatura (Bergfelt y Adams 2007; Ginther 1995).

El aumento del grosor de la pared folicular (capa de la teca, lamina basal y capa de la
granulosa) que precede la ovulacion ha sido utilizado como un indicador de ovulacion
inminente (Daels y Hughes 1993). Sin embargo, en un estudio mas detallado se encontraron
artefactos ultrasonograficos, como sombras refractarias y reverberancias, que oscurecen los
bordes antrales y del estroma ovarico de la pared y dificultan la identificacion de éstos
(Bergfelt y Adams 2007). Por ello, se determind mas adecuado tener en cuenta la capa de
células de la granulosa como el indicador mas util de ovulacion, la cual es identificada por
una demarcacion diferente entre el borde externo ecoico (lamina basal) y el borde interno
anecoico (fluido folicular) de la pared folicular (Bergfelt y Adams 2007). Otro indicador de la
ovulaciéon puede ser la observacion de una capa anecoica periférica a la capa de la
granulosa; el examen ultrasonografico diario evidencia que el grado de ecogenicidad de la
capa de la granulosa y la prominencia de la capa anecoica aumentan progresivamente y
alcanzan un nivel maximo 24 horas antes de la ovulacién (Ginther 1995). Aproximadamente
12 horas antes de la ovulacion, el 90% de los foliculos dominantes se tornan mas blandos, el
89% pierde su forma esférica y las yeguas se tornan mas sensibles a la palpacién del ovario
gue contiene el foliculo preovulatorio (Daels y Hughes 1993; Ginther 1992). El ablandamiento
del foliculo preovulatorio y la sensibilidad a la manipulacion del ovario pueden ser
ocasionadas por la degradacion enzimética y por la inflamacion, las cuales estan asociadas
con el proceso ovulatorio. Se han realizado estudios para determinar de una manera mas
objetiva el ablandamiento del foliculo preovulatorio realizando mediciones de tonometria
transrectal, en los cuales se observd una disminucion significante de la presién folicular de
12 a 24 horas antes de la ovulacion aunque minutos antes de la ovulacion la presion folicular

fue variable (Bragg et al. 2001). La disminucién de la presién folicular, determinada por
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palpacion rectal, combinado con la separacion de la pared folicular observada por

ultrasonografia es un método confiable para predecir el momento de la ovulacion.

En un estudio reciente se evaluaron, por medio de ultrasonografia transrectal, diferentes
pardmetros que pueden determinar el momento de la ovulacién y se determiné la presencia
0 ausencia de una apariencia irregular de la granulosa, la disminucion de la presién folicular
(indicada por la presion con el transductor), la pérdida de la forma esférica, la formacion del
estigma de la ovulacién y la presencia de manchas ecoicas flotando en el antro folicular
(Gastal et al. 2006). Esto parAmetros se evaluaron cada 12 horas, desde el hallazgo de un
foliculo de 35 mm de diametro, con un transductor convexo de 7,5 MHz; la irregularidad de la
granulosa fue el indicador detectado con mayor frecuencia en las yeguas (59%);
posteriormente estos animales se examinaron cada hora hasta la ovulacién y se evidencio6 la
apariencia irregular de la granulosa y la disminucién de la presion folicular en cada examen
en todos los animales (Gastal et al. 2006). La incidencia de la pérdida de la forma esférica
aumenté de 6 a 1 hora antes de la ovulacion; la formacién del estigma y las manchas
ecoicas incrementaron pocas horas antes de la ovulacion (Gastal et al. 2006). Estos
resultados establecen que la irregularidad de la granulosa es el principal indicador para
determinar el intervalo a la ovulacién y que los otros indicadores también son utiles para
identificar el momento de la ovulacion; ademas estos son mas faciles de evaluar que la
progresion del grosor y de ecogenicidad de la granulosa y que la evidencia de una banda

anecoica descrita en los otros estudios.

La ovulacion ocurre cuando hay ruptura de la pared folicular y por lo tanto el tamafio de su
antro disminuye y el fluido folicular se acumula en la fosa de la ovulacion (Daels y Hughes
1993). Con el uso del ecografo, si ha ocurrido una ovulacion reciente se encuentra un area
altamente ecogénica en el sitio correspondiente al foliculo dominante, lo cual se debe al
colapso de las paredes foliculares después de la evacuacion del fluido. La duracién del estro
es de 5 a 7 dias; la mayoria de ovulaciones (69% a 78%) ocurren durante los ultimos dos

dias del estro y un 10% a 14% ocurren después del final del estro (Ginther 1992).

Después de la ovulacion, la maduracion funcional del CL primario durante el diestro
temprano esta caracterizada por un aumento progresivo de las concentraciones circulantes
de P4 (>1 ng/ml), lo cual se relaciona estructuralmente con aumento en el didmetro o area

luteal, incremento de la irrigacién sanguinea y disminucién de la ecogenicidad (Bergfelt y
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Adams 2007). Las concentraciones maximas de P4 durante la mitad del diestro (dias 5 a 7)
se correlacionan con un mayor diametro luteal, con un aumento de la irrigacion sanguinea y
con un nivel de baja ecogenicidad. Posterior al dia 13-16 del diestro (diestro tardio) la PGF2a
es liberada por el endometrio hacia la circulacion general y alcanza el ovario por via
sistémica generando la regresion funcional del CL la cual se caracteriza por una disminucion
progresiva de los niveles de P4 y estructuralmente por una disminucién del diametro luteal y

de la vascularidad, y por un aumento en la ecogenicidad (Bergfelt y Adams 2007).

La principal caracteristica observada en el endometrio durante el CE de la yegua es la
presencia de edema, lo cual puede ser signo de competencia estrogénica de los foliculos o
de una reaccion inflamatoria aumentada (Samper 1997). Este edema uterino esta asociado
a altos niveles de E en la sangre y por lo tanto a niveles basales de P4 (<1,0 ng/ml) (Pycock
y Dieleman 1995). Durante el diestro no hay presencia de pliegues endometriales y el Utero
tiene una eco-textura homogénea; a diferencia del estro en donde se visualiza una imagen
heterogénea, por medio de ultrasonografia, de apariencia ecogénica en la porcién central de
los pliegues y anecogénica en el area edematosa de los pliegues (Bragg et al. 2002; Ginther
1995).

El grado de edema endometrial puede ser cuantificado utilizando un sistema de clasificacion
subjetivo en donde se evalla la cantidad de edema uterino y los pliegues endometriales
(Samper y Pycock 2007); este sistema refleja los cambios de las concentraciones circulantes
de E y de P4 y esta correlacionado con el comportamiento propio del estro. El edema uterino
se clasifica en una escala de cero (sin edema) a cinco (edema uterino patolégico), donde
cuatro representa el nivel maximo de edema normal en el Utero (Samper y Pycock 2007). El
grado de edema uterino combinado con el tamafio folicular es un parametro importante para
decidir el momento de la cépula. Se ha observado que los niveles bajos de edema (1-2) con
la presencia de foliculos grandes (>40mm) son un buen indicador predictivo de la ovulacion;
y niveles bajos de edema endometrial con foliculos <38 mm sugieren el inicio del estro
(Samper 1997). La presencia de edema uterino es el indicador mas confiable de celo en la
yegua normal, aun si esta no se muestra receptiva al macho. La ausencia de edema uterino

con un cérvix cerrado es caracteristica del diestro.
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1.3 Gestacion temprana y mortalidad embrionaria

La duracién de la gestacién en las yeguas es de 315 a 345 dias y comprende un periodo
embrionario desde el dia cero hasta el dia 40 y un periodo fetal después del dia 40 hasta el
final de la gestacion (Allen 2001; Ginther 1998). La gestacién en las yeguas presenta
caracteristicas diferentes comparada con otras especies domésticas y esta determinado por
cambios morfologicos, inmunoldgicos y endocrinos en el oviducto y el Utero, importantes para
el reconocimiento y mantenimiento de la prefiez (Spencer et al. 2004; Sharp 2000). Durante
las primeras cuatro semanas ocurre la mayor cantidad de pérdidas embrionarias (Sharp
2000; Papa et al. 1998; Meyers et al. 1991).

El rendimiento reproductivo en un criadero equino es medido por la tasa de prefiez, la cual
hace referencia al nimero de yeguas prefiadas con relacion a la cantidad de yeguas
inseminadas y se afecta por la disminucién o falla en la fertilizaciéon o en la ovulacién y por
las pérdidas gestacionales, que pueden ser embrionarias o fetales. La disminucion de la
fertilizacion puede ocurrir por  anormalidades del oocito, del espermatozoide, del

medioambiente del oviducto o del transporte de los gametos dentro de él (Madill 2002).

La mortalidad embrionaria (ME) hace referencia a las pérdidas embrionarias que ocurren
desde el momento de la fertilizacion hasta el dia 40 de la gestacién (Madill 2002) y se puede
estimar con el namero de pérdidas embrionarias con relacion al nUmero de yeguas prefiadas.
Segun Kanitz et al. (2007) la incidencia de este evento es del 6,5% al 15%; segun tales
autores, una alta proporcion (32%) de pérdidas gestacionales en la yegua puede ocurrir
entre los dias 12 y 39 después de la ovulacion y disminuye a medida que avanza la
gestacion (Meyers et al. 1991); esto se observa por ultrasonografia como un conceptus bien
desarrollado y aparentemente normal rodeado por un endometrio edematoso que terminara
en relajacion del cérvix y la posterior expulsion del conceptus (Allen, 2000). En la Tabla 1-1
se describen diferentes estudios que han establecido la tasa de ME en yeguas observado en

diferentes intervalos de dias después de la ovulacion (Vanderwall y Newcombe 2007).

Las causas de la ME pueden ser de origen materno, embrionario o por factores exdgenos; y
donde se deben tener en cuenta los problemas infecciosos, las deficiencias nutricionales y

los defectos genéticos (Kanitz et al. 2007). Diferentes autores han precisado que puede
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deberse a una falla en la liberacién de la sefal de reconocimiento del conceptus para
suprimir la lutedlisis y exceso en la secrecion de PGF2a por el conceptus que induce
lutedlisis (Sevinga et al. 1999; Papa et al. 1998; Meyers et al. 1991). La endometritis es una

de las principales causas de ME en yeguas y se ha encontrado con una alta incidencia

(18,2%) entre los dias 11 a 21 postovulacion (Papa et al. 1998; Ball 1988).

Tabla 1-1: Estudios ultrasonograficos sobre mortalidad embrionaria y fetal en yeguas

(Adaptado de Samper 2007).

Intervalo (dias) Pérdidas/Prefiadas Mortalidad Referencia
embrionaria (%)
23+6a43+10 69/1295 5.3 Chevalier y Palmer 1982
11a50 37/154 @ 24 Ginther et al. 1985
5/27° 18.5
15a50 61/354 17.2 Villahoz et al. 1985
14 a 48 42/404 10.4 Woods et al. 1985
14 a 48 60/559 10.7 Woods et al. 1987
18a 42 13/437 3 Forde et al. 1987
11a50 9/50 18 Ball 1988
22+5a44+£12 165/2989 5.5 Chevalier-Clement 1989
15a35 85/1085 7.8 Vogelsang et al. 1989
17 a42 17/179 9.5 Irvine et al. 1990
12 a50 7/54 13 Baucus et al. 1990
11a40 20/85 23.5 Woods et al. 1990
18 a 45 10/132 7.6 Lowis et al. 1991
12a40 34/509 6.7 Meyers et al. 1991
12 a 39 14/22 * 62 Carnevale et al. 1992
1/9 ** 11
14 a 40 20/229 8.7 Tannus y Thun 1995
14 a 30 17/168 10.1 Pycock et al. 1996
11a39 8/313 2.6 Newcombe 1997
10a 30 17/128 13.2 Papa et al. 1998
14 a 50 31/349 8.9 Barbacini et al. 1999
12 a50 65/419 15.5 Carnevale et al. 2000
15a35 119/1144 10.4 Morris et al. 2002
14 hasta parto 49/391 12.5 Hemberg et al. 2004

% Tasa de ME en ponys
®Tasa de ME en yeguas
* Yeguas >15 afios

** Yeguas de 5-7 afios
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La evaluacion de la gestacion temprana y de las pérdidas embrionarias se puede realizar por
ultrasonografia y medicién de los niveles de P4 y E. Algunos de los factores de riesgo para la
presentacion de mortalidad embrionaria son la edad avanzada de la yegua (>10 afios), yeguas
muy jovenes (12 a 14 meses), historia previa de pérdida embrionaria, quistes endometriales,
endometritis, prefiez gemelar e inseminacion en el primer estro posparto (Morel et al. 2005;
Meyers et al. 1991).

En un estudio se comparo la tasa de prefiez entre yeguas jovenes (5-7 afos) y yeguas mayores
(>15 afios) y se encontré una tasa de prefiez baja al dia 12 y mayor porcentaje de pérdida
embrionaria (32 y 62% respectivamente) en yeguas mayores que en las jovenes (100% y 11%
respectivamente), lo cual puede evidenciar que la edad estd asociada con aumento en la
inflamacion endometrial, bajas tasas de prefiez y alto porcentaje de mortalidad embrionaria
(Carnevale y Ginther 1992). Esta alta tasa de mortalidad embrionaria se debe a una mayor
susceptibilidad a la infeccion, mayor incidencia de endometritis crénica y disminucién de la
funcién ovarica (Morel et al. 2005). Las yeguas de mayor edad también presentan otro factor de
riesgo para la presentacion de mortalidad embrionaria, debido a la alta incidencia de ovulaciones
multiples. Morel et al. (2005) encontré una menor incidencia de ovulacion mditiple en yeguas de
2-4 afios (20,7%) comparado con yeguas de 17-19 afios (35,6%) las cuales también presentaron

mayor tasa de mortalidad embrionaria (53,1%).

La vesicula embrionaria puede ser detectada por medio de ultrasonido transrectal desde el dia
nueve (5-10%) al 11 (98%) con un tamafio de 3 a 5 mm de diametro (Ginther 1995). En este
lapso el conceptus es de forma esférica, tiene un aumento de tamafio progresivo hasta el dia 16
de 3 a 4 mm diarios y se mueve constantemente a través del Utero (Gastal et al. 1996; Ginther
1995). Al medir el area y ancho del conceptus por ultrasonografia se establecié que la curva de
crecimiento del conceptus se mantiene constante entre los dias 17 a 24 (Gastal et al. 1996;
Ginther 1995; 1983a). El movimiento del conceptus garantiza que la sefial de reconocimiento
materno de la prefiez se difunda por todo el endometrio (Allen 2001) y su importancia se ha

establecido en diferentes estudios realizados por medio de ultrasonografia.

Por ultrasonografia se ha establecido que la vesicula embrionaria se mueve de un cuerno al otro
en promedio 10 a 20 veces por dia y 0,5 veces por hora (Allen 2005; Silva et al. 2005).

McDowell et al. (1998) demostr6 que la restriccion de la movilidad del conceptus por medio de
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ligadura del cuerno uterino termina en falla del reconocimiento de la prefiez. Griffin et al. (1993)
determind que el conceptus promueve un aumento en el tono uterino, disminucion del diametro
uterino y un aumento de las contracciones uterinas por un mecanismo local y al comparar estos
parametros en yeguas con ligadura en los cuernos uterinos y yeguas control, encontré que el tono
fue mayor en los animales sin ligadura entre los 13-19 dias. Al comparar el cuerno que contenia el

embrién con el otro cuerno, evidencié mayor tono y menor diametro uterino en el primero.

Con la administracion de flunixin meglumine (inhibidor de la ciclooxigenasa) por via intravenosa a
yeguas prefiadas, se demostré que posteriormente a su aplicaciéon, la movilidad del embrion
disminuy6 notoriamente, principalmente entre los dias 12 y 14 postovulacion, demostrando que
las prostaglandinas secretadas por el endometrio o por el conceptus son las encargadas de
inducir la actividad miometrial que permite el movimiento del conceptus en el Utero para distribuir
la sefial antiluteolitica (Stout y Allen 2001). Al utilizar una técnica de inyeccién transvaginal de
PGE2, Gastal et al. (1998) sugieren que la PGE2 producida por el embrion tiene un papel

fundamental al estimular las contracciones y aumentar el tono uterino.

El movimiento del embrion persiste hasta el dia 17 postovulacién, cuando ocurre un incremento
subito en el tono miometrial que inmoviliza el conceptus fijandolo en el sitio de la posible
implantacién en la base de uno de los cuernos uterinos (Stout y Allen 2001; Ginther 1983a;
1983b). La fijacion esta dada por el aumento gradual de tono uterino, disminucion del diametro
uterino y el aumento del tamafio del embrion (Ginther 1998). Esto concuerda con algunos
estudios donde se ha encontrado que la fijacion ocurre mas temprano en yeguas jovenes que en
yeguas de mayor edad (Carnevale y Ginther 1992). Se ha establecido que la variacién del
diametro de la vesicula embrionaria antes y después de la fijacion es mayor (18,1%) que el
cambio del diametro uterino (1,0%), lo que sugiere que el momento de la fijacion estd mas
influenciado por el crecimiento del conceptus que por la disminucién del diametro uterino (Gastal
et al. 1996). Por medio de seguimiento ultrasonografico se ha encontrado que el tono uterino
aumenta y el didmetro uterino disminuye entre el dia 11 y 23 y el diametro de la vesicula
aumenta progresivamente hasta el dia de la fijacion, dia 15 en hembras ponys y dia 17 en
yeguas, cuando alcanza un tamario de 21,5+1,0 mm (Gastal et al. 1996; Griffin y Ginther 1993).

Posterior a la fijacion, el embrién cambia su forma esférica a triangular, esto sumado a la pausa
en su tasa de crecimiento es atribuible al aumento del tono uterino y al engrosamiento de la

pared uterina dorsal; en este momento hay un crecimiento compensatorio en la longitud del
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conceptus (Ginther 1998). Después del periodo de crecimiento constante el conceptus comienza
a crecer en promedio de 2 a 3 mm por dia y adquiere de nuevo una forma esférica (Gastal et al.
1996; Ginther 1998; Ginther 1983a; Figura 1-3). La visualizacion del embrién en la vesicula
embrionaria sucede el dia 21 postovulacion y la presencia de latido cardiaco se puede detectar
entre el dia 24 y 25 (Vanderwall et al. 2000); en diferentes reportes se ha encontrado que la
vesicula embrionaria tiene un menor diametro en yeguas que presentan pérdida gestacional
comparado con el tamafio de la vesicula embrionaria en yeguas que mantienen la prefiez y por
esto se debe monitorear de forma continua los embriones de poco tamafio (Vanderwall et al.
2000; Papa et al. 1998; Ginther et al. 1985); también se ha reportado un menor tamafo de la

vesicula en yeguas de mayor edad (Morel et al. 2005).

Los indicadores ultrasonogréficos de pérdida embrionaria son: anormalidad en la fijacion,
presencia de un anillo ecogénico o masa flotando en el fluido, area ecogénica en la zona del
embridon muerto, ausencia de latido cardiaco y disminucion gradual de fluidos de la placenta con
desorganizacion de las membranas placentarias (Ginther et al. 1985). Se ha reportado que en
estados mas tempranos (dia 11 a 15), un gran porcentaje de pérdidas embrionarias no
presentan signos o indicadores, aunque en algunos casos se puede observar la vesicula

flotando en una acumulacion de fluidos (Ginther et al. 1985).

Figura 1-3: Perfil de crecimiento de la vesicula embrionaria (Adaptado de Ginther 1998).

Embriones equinos
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Papa et al. (1998) reportan una tasa de pérdida embrionaria de 13,2% y que la gran mayoria
de muertes sucedian entre el dia 19 y 21 postovulacion; en este estudio se midio el diametro
del CL a partir del cuarto dia postovulacién hasta el dia 30 y no se encontré relaciéon entre el
diametro del CL y el mantenimiento de la gestacion (Figura 1-4); la vesicula embrionaria
después del dia 16 se observé de menor tamafo en las yeguas que presentaban mortalidad
embrionaria. Las concentraciones sanguineas de P4 fueron similares entre yeguas prefiadas
y yeguas con pérdida embrionaria descartandose la insuficiencia luteal primaria como causa
de mortalidad embrionaria en estos casos analizados (Papa et al. 1998). Otros estudios
reportan disminucién del diametro del CL en yeguas no prefiadas desde el dia 1 hasta el dia
9 a diferencia de las yeguas prefiadas, en las cuales también se encontraron
concentraciones de P4 mas altas; al comparar los grupos de yeguas de tres afios con
yeguas mayores de tres afios se observé que estas ultimas tienen tasas de prefiez mas altas
(73% vs 57%) (Sevinga et al. 1999).

Figura 1-4: Concentracion de progesterona plasmatica y promedio del didmetro del cuerpo

liteo en yeguas gestantes y no gestantes. G1: yeguas prefiadas, G2: yeguas con pérdida

embrionaria (Tomado de Papa 1998).
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2. Estudio del intervalo inter-ovulatorio en
yeguas criollas colombianas

2.1 Resumen

Con el objetivo de estimar parametros reproductivos de referencia en yeguas Criollas
colombianas (CC), se emplearon 30 yeguas a las que se les realiz6 seguimiento de dos
ciclos estrales (CE). La duracién del CE fue 21,5 + 1,8 dias (promedio + DE), la cual fue
similar en el 40% de las yeguas en los dos CE. En el 60% restante la duracién entre los
dos CE tuvo una diferencia entre 1 a 7 dias. La tasa de crecimiento diario del foliculo
dominante (FD) fue de 1,62 + 0,4 mm y la del foliculo subordinado (FS) de 0,65 + 0,4
mm. La desviacion folicular se present6 el dia 17,2 + 3,0 del CE. El tamafio méaximo del
FD fue 44,3 + 4,8 mm. En el 63% de los CE el FD se ubic6 en el ovario derecho y en el
37% en el izquierdo. En el 85% de los CE ocurrié primero el edema uterino y después los
signos de celo. El grado de edema disminuyé antes de la ovulacion en 86,6% de los CE.
La duracién del estro fue 5,9 + 1,8 dias. Hasta 48 horas postovulacién se presentaron
signos de celo en el 73,3% de los CE y en el 26,6% ningun signo de celo. Segun los
valores obtenidos, aunque los parametros reproductivos son similares a los descritos
para otras razas de equinos en paises diferentes a Colombia, hay algunas diferencias
gue deben tenerse en cuenta en las practicas clinicas de rutina en la reproduccion de las

yeguas CC.

Palabras clave: ciclo estral, crecimiento folicular, edema uterino, yeguas criollas

colombianas.

Abstract

The aim of this study was to contribute in the generation of reference values in Colombian
Criollo (CC) mares, 30 animals were used to characterize their estrous cycles (EC). The

EC duration was 21,5 + 1,8 days (mean = SD). Forty percent of mares had the same
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duration in days for the two cycles observed. In the remaining 60% the difference in EC
duration ranged from 1 to 7 days. The daily growth rate of the dominant follicle (DF) was
1,62 + 0,4 mm and for the subordinate follicle (SF) was 0,65 + 0,4 mm. Follicular deviation
occurred on day 17,2 £ 3,0. The maximum size of DF was 44,3 = 4,8 mm. In 63% of the
observed EC, the DF was located in the right ovary and 37% in the left. In 85% of the
studied EC, uterine edema preceded heat signs. The degree of edema decreased before
ovulation in 86,6% of the studied EC. The average estrus duration was 5,9 + 1,8 days.
Most mares (73,3%) maintained heat signs up to 48 hours after ovulation. The values
obtained show that some of the reproductive parameters in CC mares are somewhat
different from those described for different breeds in other countries; they should be taken

into account in routine clinical practice in the reproduction of the CC mares.

Keywaords: estrous cycle, follicular growth, uterine edema, Colombian criollo mares.

2.2 Introduccidn

El ciclo estral (CE) se define como el intervalo transcurrido entre una ovulacion y la
siguiente. Su duracién en la especie equina es aproximadamente de 21 dias y presenta

dos fases, la folicular y la luteal (Pryor y Tibary 2005; Daels y Hughes 1993).

Los cambios fisiol6gicos a través del CE son controlados por hormonas producidas por el
hipotalamo, la hipofisis, la glandula pineal, los ovarios y el Gtero. La fase folicular tiene
una duracién muy variable en la especie equina, el comportamiento de estro dura de 5 a
7 dias (rango 2 - 12 dias), lo cual depende de la yegua, de la raza y del fotoperiodo
(Ginther 1992). También puede ser mas extenso en yeguas de mayor edad como
resultado de una fase folicular prolongada, debido probablemente a la presencia de
foliculos de menor didmetro (Madill 2002). La fase luteal, dura de 14 a 16 dias y hay
predominancia del cuerpo luteo (Pryor y Tibary 2005). Durante el diestro se incrementa el
tono uterino, el cérvix se cierra y no hay receptividad hacia el macho (Daels y Hughes
1993).

En las yeguas, la onda de crecimiento folicular en los ovarios se desarrolla durante la
segunda mitad del CE y generalmente solo un foliculo termina en ovulacién (Donadeu y

Ginther 2002; Ginther et al. 2001). La llamada onda emergente se refiere al primer grupo
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de foliculos detectados por ultrasonografia, con un tamafio promedio de 6 mm (Bergfelt y
Adams 2007; Ginther 2000; Gastal et al. 1997). Los foliculos tienen una fase comun de
desarrollo folicular (2 - 3mm/dia) y el futuro FD tiene en promedio un crecimiento mayor
de 3 mm hasta el inicio de la desviacion folicular (Donadeu y Ginther 2002; Ginther et al.
2001; Ginther 1995), momento en el cual la diferencia entre la frecuencia de crecimiento
del foliculo dominante (FD) y la del crecimiento de los foliculos subordinados (FS) es
notoria (Gastal et al. 1997). De esta manera ocurre la seleccion folicular. Asi, un foliculo
se transforma en FD o preovulatorio (Donadeu y Ginther 2002; Ginther 2000) y disminuye
el crecimiento de los FS. La seleccion folicular ocurre al final de la fase comun de
crecimiento; el FD crece a una tasa continua y el FS sufre regresion o crece
temporalmente a una velocidad mas lenta y posteriormente disminuye su crecimiento;
este evento se conoce como desviacion folicular (Ginther et al. 2001). Al ganar ventaja en
tamafio, el foliculo mas grande desarrolla la capacidad de suprimir las concentraciones
circulantes de la hormona foliculo estimulante (FSH) y de utilizar niveles basales de FSH
para su desarrollo (Ginther et al. 2004). El foliculo mas grande tiene mayor area de
superficie y por lo tanto, mas receptores para la FSH, lo cual es importante para que
pueda continuar su crecimiento con bajos niveles sanguineos de FSH y ocurra la
desviacion folicular. La disminucién en la liberacibn de FSH estd asociada con la
desviacion y después de ésta, su concentracion continla disminuyendo durante varios
dias después (Ginther 2000). Las hormonas del fluido folicular son importantes en el
control de la desviacion folicular; en unas yeguas, se encontré que la concentracién de
estradiol (E) aumenta en el foliculo mas grande antes del comienzo de la desviacion
folicular, lo cual se asocié con cambios en la textura de la pared folicular (Donadeu y
Ginther 2002; Ginther 2000). Se cree que la inhibina puede causar un descenso en los
niveles de FSH en la sangre, en efecto se halld6 un aumento de FSH en el plasma
posterior a la administracibn de un antisuero contra la inhibina (Ginther 2000). El
diametro promedio en el momento de la desviacion folicular es de 22 mm para el foliculo
de mayor tamafio y 19 mm para el segundo foliculo mas grande; asi mismo el comienzo
de la desviacion se presenta 6,2 dias después de la emergencia folicular (Ginther 2000;
Gastal et al. 1999). Generalmente la ovulacion en la yegua puede darse a partir de los
35mm (Ginther 1992). El diametro maximo del foliculo ovulatorio esta entre 40 a 45 mm
en yeguas Pura Sangre Inglesa (PSI) y Cuarto de milla; aunque esto puede tener
grandes variaciones segun las condiciones medioambientales, la raza de los animales y

cuando se presentan ovulaciones multiples (Bergfelt y Adams 2007).
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La principal caracteristica observada en el endometrio durante el CE de la yegua, es la
presencia de edema durante el estro (Samper 1997). El grado de edema endometrial
puede ser cuantificado utilizando un sistema de clasificacion subjetivo en donde se
evalla la cantidad de edema uterino y la visibilidad de los pliegues endometriales. La
presencia de edema uterino es el indicador méas confiable de celo en la yegua normal,
aun si la yegua no se muestra receptiva al macho. La ausencia de edema uterino con un

cérvix cerrado es caracteristica del diestro (Samper y Pycock 2007).

Dada la amplia variacion de las condiciones climaticas en el trépico colombiano, se hace
necesario establecer los valores de referencia de importancia clinica, en yeguas CC
ubicadas en los diversos pisos térmicos colombianos. Aunque se han realizado estudios
sobre el CE en yeguas CC ubicadas en Bogota, no hay reportes escritos acerca de las
caracteristicas del CE en yeguas CC ubicadas en el piso térmico templado o medio de
Colombia, que comprende todas las &reas ubicadas entre los 1.000 y 2.000 msnm y
temperaturas que oscilan entre los 17 y 24°C (Ideam 2001). La comprensién de los
eventos fisioldgicos del ciclo reproductivo de la yegua permite conocer y definir las
posibles limitantes de su capacidad reproductiva y aplicar correctivos en la practica de
rutina de la clinica de la reproduccién con el fin de mejorar y aumentar la eficiencia
reproductiva de cada animal y por ende, de los criaderos equinos, y asi fomentar la
conservaciéon y mejoramiento de las razas de caballos de importancia social o
economica. Dado que la poblacion de CC en Colombia es importante, es pertinente
investigar las caracteristicas del CE de la yegua CC, para facilitar la expresion de su
maxima eficiencia reproductiva en los criaderos y conocer parametros de referencia para
futuros estudios que contribuyan a la preservacién de la raza de caballos CC. Asi mismo,
es necesario establecer los valores de referencia correspondientes bajo las condiciones
del tropico colombiano en los diferentes pisos térmicos, en virtud de la variacion climética

inherente a ellos.

En la literatura disponible, no hay reportes acerca de la duracién del estro, del CE, del
crecimiento folicular y de las variaciones en el grado de edema uterino en yeguas CC
residentes en las zonas geograficas correspondientes a los pisos térmicos templado y
célido del trépico colombiano. El presente trabajo tuvo como objetivo determinar la

duracién del CE y del estro, asi como conocer el crecimiento de los foliculos ovaricos y
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las variaciones del grado de edema uterino en funcién del tiempo, durante dos CE, en

yeguas CC ubicadas en el piso térmico templado del trépico colombiano.

2.3 Materiales y métodos

Se analizaron dos CE consecutivos por medio de observaciones directas, palpacion
transrectal y ultrasonografia en 30 yeguas de la raza CC ubicadas en diferentes zonas
rurales del municipio de Pereira (Risaralda), a una altura de 1.411 metros sobre el nivel
del mar (msnm), 4°49' de latitud norte y 75°42' de longitud oeste. Las condiciones
medioambientales son: temperatura promedio de 21,8°C, humedad relativa 75%,
precipitacion media de 2.210 mm/afio y promedio de brillo solar diario de 13 horas (Ideam
2005). Lo anterior corresponde al llamado piso térmico templado colombiano (ldeam
2001). El trabajo se llevé a cabo desde finales del mes de mayo del 2008 hasta mayo del

2009; segun la disponibilidad de animales.

La edad de los animales oscilé entre 4 y 14 afos, distribuidos asi: entre los 4 a 7 afios
(n=17), de 8 a 11 afos (n=10) y de 12 a 14 afios (n=3). El peso corporal estuvo entre 320
y 400 kg y con una buena condicién (en promedio 6/9). Todos los animales permanecian
estabulados, con una dieta de pasto de corte King grass (Pennisetum purpureum), el cual
se suministro a voluntad, 4 kg de concentrado al dia (12-15% nivel de proteina) y sal a
voluntad. Las yeguas incluidas en el estudio se hallaban en buenas condiciones
sanitarias, con el plan de vermifugaciones y vacunaciones vigente (Tétano, Influenza y
Encefalitis equina venezolana) y sin ninguna anormalidad reproductiva, lo cual fue
determinado por medio de la inspeccion visual de los érganos reproductivos externos,
palpacion transrectal y ultrasonografia. En cada criadero se utilizé6 un macho entero como

detector del estro.

2.3.1 Palpacion rectal y ultrasonografia

La evaluacion secuencial del tracto reproductivo por ultrasonido se realiz6 con un
ecografo marca Honda electronics modelo HS 1500V (Aichi, Japén), equipado con un
transductor rectal lineal multifrecuencia de 10, 7,5 y 5 MHz, modelo HLV-375M y con
capacidad de almacenamiento de 60 imagenes. En este estudio el seguimiento folicular,

la ovulacién y el grado de edema uterino se llevd a cabo con 7,5 Mhz para obtener una



36 Caracteristicas del ciclo estral, desarrollo embrionario y determinacion de la
tasa de prefiez en yeguas criollas colombianas

mayor resolucion de las imagenes estudiadas. Las mediciones ultrasonogréaficas se

realizaron por un solo operario durante todo el estudio.

Para este estudio, el dia cero del CE correspondié al de la ovulacién; el cual se
determin6 con un seguimiento ultrasonografico previo al grupo de yeguas seleccionadas,
a partir de la deteccién de un foliculo mayor de 35 mm de diametro hasta el dia que se
encontré un cuerpo Ilateo en su lugar. A partir de este dia, se comenzd un seguimiento
ecografico diariamente de cada yegua para determinar la duracion del intervalo entre
ovulaciones, evaluar si habia presencia de una o mas ondas foliculares, identificar el
namero de foliculos en cada ovario, calcular el didmetro folicular y su tasa de
crecimiento, identificar FD y el FS mas grande y establecer el momento de la desviacion
folicular, determinar el didmetro del FD a la ovulacién y la ubicacion del foliculo
ovulatorio. La medicién del diametro folicular se llevé a cabo calculando el promedio de
dos medidas perpendiculares del antro de cada foliculo. El dia de la desviacion entre el
FD y el FS se defini6 como el dia en el cual se encontrd la mayor diferencia entre sus

tasas de crecimiento (Ginther 2000).

Asi mismo se evalué por ultrasonido el grado de edema uterino durante la fase folicular y
luteal del CE; para cuantificar estos datos se utilizé6 un sistema de puntuacion subjetiva
para edema endometrial (Samper y Pycock 2007; Tabla 2-1). El comportamiento
caracteristico del estro se observo una vez al dia, en promedio durante dos minutos,
durante la fase folicular hasta 48 horas después de haber ocurrido la ovulacion por medio
del recelaje (deteccién del estro) individual de cada hembra con un macho entero y estos
datos se cuantificaron con un sistema de puntuacion subjetivo para el comportamiento de
estro (Pryor y Tibary 2005; Tabla 2-2); esta observacion fue llevada a cabo por una sola
persona al acercar el caballo a la pesebrera de la yegua y en cada criadero se utilizaron
dos caballos receladores diferentes, los cuales se alternaban para no generar problemas
en el comportamiento del reproductor; sin embargo siempre se utilizé el mismo caballo

para una misma yegua.
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Tabla 2-1: Sistema de puntuacién subjetiva para edema endometrial en la yegua

(Tomado de Samper y Pycock 2007).

Puntuacién Descripcién
0 Sin edema, ecotextura homogénea
1 Bajo nivel de edema uterino detectable
2 Moderada cantidad de edema, principalmente en cuerpo uterino
3 Edema obvio a través de todo el Gtero
4 Méaxima cantidad normal de edema en (tero, a veces poca cantidad de
fluido libre en lumen, mayor edema en cuerpo uterino
5 Edema uterino anormal , irregular y desorganizado

Tabla 2-2: Sistema de puntuacién subjetiva para deteccion de estro en la yegua (Tomado
de Pryor y Tibary 2005).

Puntaje Comportamiento
+3 Yegua permanece quieta y levanta la cola
+1 Miccién frecuente en presencia de macho
+1 Eversion del clitoris (guifio vulvar)
+1 Cola levantada
0 Yegua permanece quieta sin levantar la cola
-1 Agresividad con el macho, patadas
-1 Movimiento de la cola
-1 Orejas hacia atras
-1 Yegua en movimiento
-3 Yegua no permanece quieta para ser montada

2.3.2. Andlisis estadistico

El andlisis de los datos se hizo por estadistica descriptiva con valores de promedio y
desviacion estandar (DE) para todos los parametros a evaluar, de este modo se
determind la duracién del CE, la cantidad de foliculos encontrados en cada ovario, el
diametro del FS y del FD, el diametro y la ubicacién del FD a la ovulacién, el grado de
edema uterino y la duracién y signos del estro. La duracién del CE se calcul6 tomando el

promedio de todos los valores en cada CE; y los otros parametros fueron determinados
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comparando los promedios dia por dia. La tasa de crecimiento del FD y del FS se calculd
como el diametro folicular maximo alcanzado por el foliculo menos el diametro folicular
inicial el dia de su deteccién dividido por el intervalo en dias, desde el inicio del
seguimiento del foliculo hasta la ovulacion del mismo (Henao y Trujillo 2003). Se realiz6
analisis de varianza en los datos encontrados en el primer y segundo CE para determinar

posibles diferencias entre ellos, asumiendo una distribucién normal de los datos.

En este estudio descriptivo del intervalo interovulatorio el objetivo es evaluar si las
yeguas CC se comportan de manera similar a las investigaciones descritas en la

literatura.

2.4 Resultados

2.4.1 Seguimiento del ciclo estral

Dado que no se encontraron diferencias significativas (p>0,05) entre los dos CE
analizados, los resultados se presentan unificados. La duracién del CE fue de 21,5+ 1,8
dias (promedio + DE) con un rango de 18 (3/56 CE) hasta 26 dias (3/56 CE); en el 36%
(20/56) de los casos el CE present6 una duracion de 21 dias (Figura 2-1). EI 40% (12/30)
de las yeguas analizadas tuvieron la misma duracion en dias durante los dos CE y se
encontré una diferencia en la duracion de los CE entre 1 a 5 dias en las yeguas restantes
(Figura 2-2). Se encontraron dos casos fuera de los pardmetros normales; una yegua que
presentd una duracion de 20 y 16 dias para el primero y segundo CE y otra yegua con
duracion de 26 y 33 dias para el primero y segundo CE. Los datos de estos animales se
excluyeron en el analisis del promedio de la duracion del CE, para no sesgar los valores
reportados de los rangos sin embargo estos CE tuvieron un desarrollo y ovulacién

normales por lo tanto se incluyen dentro de los resultados.
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Figura 2-1: Porcentaje de animales con la duracién del ciclo estral correspondiente en

yeguas criollas colombianas (n=28).
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Figura 2-2: Valores promedio de la duracion en dias del primero y segundo ciclos

estrales de cada yegua criolla colombiana (n=30).
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2.4.2 Dinamica folicular

Se identific6 la cantidad de foliculos encontrados en cada ovario desde el dia 0 del

estudio hasta cuando ocurrié la siguiente ovulacion. El dia cero del ciclo se encontraron
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2,4 + 1,7 foliculos en el ovario derecho con un rango de 0 a 8 foliculos y en el izquierdo
2,3 + 1,2 foliculos, con un rango de 0 a 5. El promedio de la cantidad de foliculos
hallados durante todo el CE fue de 3,17 £+ 0,5 foliculos (rango: 2,3 — 5) en el ovario
derecho, 2,4 £ 0,7 foliculos (rango: 1 — 3,3) en el ovario izquierdo y el promedio de la
cantidad total de foliculos encontrados en los dos ovarios fue de 5,6 + 0,7 foliculos
(rango: 4 — 6,9).

La tasa de crecimiento diario del FD y del FS durante el CE de cada yegua se determiné
con la formula descrita anteriormente en el andlisis estadistico, teniendo en cuenta el
diametro inicial del foliculo, el diametro final alcanzado y los dias de seguimiento del
foliculo (Henao y Trujillo 2003). La tasa de crecimiento del FS oscil6 entre 0,01 y 1,97
mm/dia, con un promedio de 0,65 + 0,4 mm/dia. El promedio del tamafio del FS
alcanzado durante todo el ciclo fue de 16,6 = 4,0 mm y su tamafio estuvo en un rango de
11,1 y 23,1 mm; el diametro méximo del FS se encontré el dia 17,3 £ 3,0 (rango 10 - 23
dias) y fue de 25,5 £+ 4,7 con un rango de 14,5 — 35,6 mm. El promedio de la tasa de
crecimiento diario del FD fue de 1,62 + 0,4 mm, con un rango de 0,5y 2,8 mm por dia.
En el 55% (33/60) de los CE analizados el FD y el FS se encontraban ubicados en el
mismo ovario. EI FS se ubicé en un 68,3% (41/60 CE) en el ovario derecho y 31,6%
(19/60) en el ovario izquierdo, mientras que el 63,3% (38/60) y el 36,6% (22/60) de FD se

ubicaron en el ovario derecho y en el ovario izquierdo, respectivamente.

La seleccion folicular inici6 en promedio el dia 11,1 + 2,9 postovulacién cuando se
encontré una mayor diferencia en la tasa de crecimiento folicular, con una ventaja de
crecimiento de 1,0 mm del FD comparado con el FS; en ese momento el didmetro
promedio fue de 18,9 + 7,4 mm para el foliculo de mayor tamafio y 15,9 + 5,3 mm para el
segundo foliculo mas grande. A partir de ese momento, el FD tuvo una velocidad de
crecimiento diaria mayor que el FS y en promedio hacia el dia 17,2 + 3,0 (rango 10 a 23
dias) ocurrio la desviacion folicular cuando el FD continu6 creciendo (2,5 mm/dia) y el FS
comenz6é a disminuir su tasa de crecimiento (0,7 mm/dia). Se obtuvieron valores
promedio + DE de 31,3+ 7,0 mm y 22,0 £ 5,3 mm para el FD y el FS, respectivamente.
Después de la desviacién folicular, el FD continué aumentando su tasa de crecimiento
hasta el momento de la ovulacién (Figura 2-3). La velocidad de crecimiento del FD
disminuyé en promedio 3 dias antes de la ovulacién y de manera méas notoria el dia

anterior de la ovulacién (dia -1) cuando la tasa de crecimiento fue de 1,84 + 1,8 mm/dia.
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Figura 2-3: Curva de crecimiento del foliculo dominante y del foliculo subordinado en el
ciclo estral de yeguas criollas colombianas (n=30) y dia promedio de ocurrencia de la
seleccidn y desviacion folicular.
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Todos los animales analizados presentaron ovulacion durante los dos CE estudiados. El
promedio del tamafio folicular a la ovulacion fue de 44,3 £ 4,8 mm; con un rango de 34,9
mm y 53,0 mm. La ovulacion tuvo lugar 3,5 + 2,2 dias después que el FD alcanzara los
35 mm de diametro. El 63,3% (19/30) de FD o foliculos ovulatorios se ubicaron en el
ovario derecho y el 36,6% (11/30) en el izquierdo (Figura 2-4); en el 60% (18/30) el FD se
ubico en el mismo ovario durante los dos CE.

Figura 2-4: Porcentaje de ubicacion del foliculo dominante en el ciclo estral de yeguas
criollas colombianas (n=30).
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El tamafio promedio del foliculo ovulatorio en el ovario derecho fue de 44,04 + 4,9 mm
(34,9 — 53 mm) y en el ovario izquierdo de 44,9 + 4,6 mm (36,2 — 51,8) (p>0,05). El
mayor porcentaje de las yeguas (32%) ovularon con un tamafio del FD comprendido
entre 40 y 45,9 mm, el 30% entre 46 y 49,9 mm, el 23% entre 35 a 39,9 mmy el 13% con
un FD mayor de 50 mm; solamente una yegua ovul6é con un foliculo menor de 35 mm
(Figura 2-5). Se encontré un solo caso de ovulacion doble durante un CE en una yegua,
con la presencia de un FD en el ovario derecho de 38,5 mm de didmetro, el cual tuvo una
tasa de crecimiento de 1,4 mm/dia y un FD en el ovario izquierdo de 45,0 mm de
didmetro con una tasa de crecimiento de 1,8 mm/dia; estos foliculos ovularon con un dia
de diferencia; el FS se encontr6 en el ovario derecho y su tasa de crecimiento fue de 0,4

mm/dia.

En el caso particular del segundo CE de una yegua con 16 dias de duracién, se encontrd
una tasa de crecimiento mayor del FD (2,38 mm/dia) comparada con la del FD del primer
CE (1,58 mm/dia), el cual fue de 20 dias de duracion; y la velocidad de crecimiento del
FS fue menor (0,73 mm/dia) en el segundo CE que en el primer CE (1,0 mm/dia). La
divergencia ocurri6 mas temprano en el CE de corta duracion (dia 11 vs. dia 17) y el
tamafio folicular unas horas antes de la ovulacion fue de 39,3 y 46,8 mm en el primero y
segundo CE, respectivamente. En el otro animal que presenté en el segundo CE una
duracion de 33 dias, se encontr6 una mayor tasa de crecimiento del FD (1,93 mm/dia)
comparada con la del FD del primer CE (1,64 mm/dia) de 26 dias de duracién; en este
caso la velocidad de crecimiento del FS fue menor (0,2 mm/dia) en el segundo CE que
en el primer CE (0,4 mm/dia), la divergencia folicular fue mas tardia en el segundo CE
qgue en el primer CE (dia 23 vs. dia 20) y el tamafio folicular unas horas antes de la

ovulacion fue 46,0 y 51,7 mm en el primero y segundo CE respectivamente.
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Figura 2-5: Porcentaje del diametro maximo alcanzado por el foliculo dominante antes
de la ovulacién durante los dos ciclos estrales estudiados en yeguas criollas colombianas
(n=30).
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2.4.3 Grado de edema uterino

El grado de edema uterino aumentd progresivamente durante el periodo final del CE; el
dia cero del CE se encontraron valores que variaron en un rango de 0 a 2 y el ultimo dia
del ciclo de 0 a 3. Entre el dia cero y el dia 13 del CE el grado de edema uterino fue
menor de 1, a partir de ese momento aumentd hasta alcanzar un grado maximo de 3y
comenz6 a disminuir gradualmente a medida que se aproximaba la ovulacion. En el
83,3% (50/60) de los CE analizados se alcanz6 un nivel maximo de edema uterino grado
3 y solamente en el 5% (3/60), un grado de edema 4. El edema uterino fue visualizado en
promedio 6,9 + 1,9 dias antes de la ovulacion. El grado maximo de edema fue detectado
3,7 £ 1,5 dias antes de la ovulacién y en promedio disminuy6 a los 1,9 + 1,0 dias antes
de la ovulacién. La presencia de edema precedié el comportamiento de estro en
promedio 2,6 + 1,8 dias. En el 85% (51/60) de los CE la deteccién de edema uterino

antecedio a la existencia de los signos de celo.

El grado de edema disminuyé antes de la ovulacién en el 86,6% (56/60) de los CE. En el
70% (42/60) de los CE se present6 un edema con valores entre 0 a 2 con foliculos > 40
mm en el momento de la ovulacion. En 21,6% (13/60) de los CE la ovulacién ocurrié con

foliculos <40 mm y edema 0 a 2, en el 5% (3/60) con foliculos > 40 mm, grado de edema
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3y en 3,3% (2/60) al momento de la ovulacion se presenté grado de edema 3 con un

foliculo < de 40 mm (Figura 2-6).

Figura 2-6: Grado de edema uterino y didmetro folicular alcanzado en el momento de la
ovulacion durante los dos ciclos estrales estudiados en yeguas criollas colombianas
(n=30).
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En el 50% (30/60) de los CE se encontr6 un edema uterino grado 1 el dia previo a la
ovulacion y en el 35% (21/60) un edema uterino grado 2. Una yegua no presento ningdn
grado de edema durante el primer CE, el cual fue de 18 dias de duracién, con evidencia
de signos de celo solamente el dia anterior y el dia siguiente a la ovulacion, que ocurrié
con un foliculo de 36,8 mm de didmetro; aunque el siguiente CE fue de la misma
duracién, si se encontré6 edema, signos de celo mas evidentes y un foliculo de mayor
diametro (44,2 mm). En la figura 2-7 se observa la imagen ultrasonogréafica de los
diferentes grados de edema uterino encontrados durante el CE. En los CE analizados no

se encontraron edemas patolégicos.



Estudio del intervalo interovulatorio en yeguas criollas colombianas 45

Figura 2-7: Imagen ultrasonogréfica de edema uterino grado 0 (A), grado 1 (B), grado 2
(C) y grado 3 (D) durante diferentes momentos del ciclo estral. EI grado O se observa en
el diestro como una imagen homogénea. En los estadios considerados como grados 1, 2

y 3 se pueden observar los pliegues endometriales, que son més evidentes en el grado 3.
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2.4.4 Duracion del estro

La duracion del estro, determinada por la presencia de los signos de celo, fue de 5,9 *
1,8 dias con un rango de 1 a 11 dias. Los signos de celo se evidenciaron 4,3 + 1,9 dias
antes de la ovulacion, cuando el FD alcanzo un tamafio de 36,5 £ 3,6 mm. En el 43,3%
(26/60) de los CE los signos de estro se hicieron evidentes simultaneamente a la
deteccién de un grado de edema 2 y en el 28,3% (17/60) cuando el edema era grado 1.
En el 96,6% y el 73,3% de los CE se presentaron signos de celo hasta 24 y 48 horas

postovulacién, respectivamente.
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Dentro de los signos caracteristicos del celo, el observado con mayor frecuencia fue la
eversion ritmica del clitoris (86,6%) y el levantamiento de la cola (86,6%), seguido por la
miccién frecuente (76,6%) y quietud de la yegua con levantamiento de la cola (70%); en
un 30% de los CE se observo gue la yegua permanecid quieta sin levantar la cola. En los
casos cuando la deteccion del celo por parte del macho se consider6 negativa, el
comportamiento mas repetido por los animales fue el del movimiento de la cola (8,3%), el
corporal (8,3%) y la posicion de las orejas hacia atras (8,3%); en una ocasion se observo

agresividad ante el macho.

2.5 Discusion

La comprension de los eventos fisiologicos del ciclo reproductivo de la yegua CC permite
conocer y definir el comportamiento y las posibles limitantes de su capacidad
reproductiva y aplicar practicas de rutina con el fin de mejorar y aumentar la eficiencia
reproductiva de cada animal y de los criaderos equinos, y asi fomentar la conservacion y

mejoramiento de esta raza.

Se ha descrito que las yeguas presentan CE dentro de los rangos normales en periodos
de menor duracion del brillo solar, sin que esto afecte el intervalo inter estro o la
ovulacién (Boeta et al. 2006). En el presente estudio se encontré una duracion del CE de
21,5 + 1,8 dias en promedio, (rango 18 — 26 dias) lo cual coincide con lo reportado en la
literatura (Pryor y Tibary 2005; Ginther 1995; Daels y Hughes 1993). En el altiplano de
Bogota, Colombia, ubicado a 2.638 msnm (tropico alto) se encontrd, en un grupo de
yeguas CC, una duracion promedio del CE de 20,5 + 1,43 dias (Lépez y Rodriguez
2005). Lo anterior representa ciclos de menor duracién comparados con los reportes de
la literatura para otros genotipos y zonas geograficas. En casos de estrés nutricional,
cuando la calidad y la cantidad de alimento es inadecuada, las yeguas tienden a
disminuir la actividad ovarica y presentar cierto grado de estacionalidad en el tropico
(Samper 1997); aunque para determinar la influencia de la estacionalidad es necesario
llevar a cabo estudios mas precisos y exhaustivos que incluyan perfiles hormonales,
dinamica folicular y andlisis de las condiciones climéticas, temperatura, indice

pluviométrico y altitud.
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Dado que la duracién del CE puede estar afectada por la duracion del brillo solar
(Markovi¢ et al. 2003), es importante en el futuro establecer con estudios mas precisos si
se presentan variaciones en diferentes épocas del afio con cambios en la duracién del
brillo solar, en las condiciones propias del tropico, en los diferentes climas que
corresponden a la variedad topogréfica en Colombia. La variacion en la duracion del brillo
solar en un dia en Colombia en las diferentes épocas del afio es de 30 minutos (Ideam
2005), aproximadamente, lo cual podria influir en las caracteristicas fisiol6gicas y por
ende, en la capacidad reproductiva de los equinos y en este contexto, es deseable que

se lleven a cabo estudios que cubran, en lo posible uno o varios afios para abarcar

periodos de invierno o verano donde la intensidad luminica pueda variar.

A pesar de no haber encontrado diferencias significativas en la duracién de los dos CE
analizados (p>0,05), se encontraron casos en que las yeguas presentaron una variacion
mas amplia en la duracién del primer y segundo CE, como en una yegua que presento el
primer CE de 26 dias de duracién y el segundo de 33 dias. El 40% de los animales
tuvieron la misma duracién durante el primer y segundo CE y el FD se ubicé en el mismo
ovario durante los dos CE en el 60% de los animales; esto evidencia que conocer la
dinamica folicular y la duracion del CE en cada individuo puede mejorar la eficiencia

reproductiva al disminuir la cantidad de inseminaciones durante el estro.

Aunque se presentaron dos casos fuera de los rangos normales reportados en la
literatura, para la duracion del intervalo interovulatorio, estos tuvieron un desarrollo y una
ovulacion posterior normal; lo cual indica que siempre existe un factor de individualidad,
gue puede hacer variar la duracién y otros aspectos del CE de los rangos normales
reportados. En estos casos es posible que la velocidad de crecimiento del FD afecte la
duracién del CE y también la disminucién en la competencia ejercida por el FS, que

permite un mayor crecimiento del FD (Ginther et al. 2004).

En el presente trabajo se hall6 que la tasa de crecimiento del FD en los dos CE
evaluados fue 1,62 + 0,4 mm/dia y la del FS 0,65 *+ 0,4 mm/dia; la tasa de crecimiento del
FD encontrada fue méas baja comparada con la reportada en paises estacionales donde
se describe que los foliculos tienen una fase de crecimiento paralela (2-3mm/dia)
(Donadeu y Ginther 2002). Estos resultados mas bajos en la tasa de crecimiento del FD y

del FS pueden deberse a diferencias entre las razas de animales; los reportes de la
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literatura son generalmente en yeguas de mayor tamafio que las CC que tienen un

crecimiento folicular mas acelerado (Gastal et al. 1999; Ginther 1995).

La desviacién es caracterizada por el crecimiento continuo y preferencial de un foliculo, el
cual se convertira en el foliculo dominante, continuard creciendo y ovulara. En este
estudio se pudo observar lo descrito en la literatura, al encontrar un crecimiento continuo
y paralelo de dos foliculos al principio del ciclo hasta un momento determinado cuando se
encontré una mayor diferencia en la tasa de crecimiento folicular en uno de los foliculos y
una disminucién en el crecimiento del otro foliculo. En el presente estudio se encontrd
que hacia el dia 17,2 + 3,0 ocurri6 la desviacion folicular cuando el FD continu6 creciendo
(2,5 mm/dia) y el FS comenzé a disminuir su tasa de crecimiento (0,7 mm/dia). En la
literatura existen reportes similares, donde se describe el inicio de la desviacion folicular
el dia 15,7 + 0,5 del CE (Ginther et al. 2007).

En yeguas CC ubicadas en Bogota, Colombia (2.638 msnm, temperatura promedio de
13°C y humedad relativa de 72%) se encontré un promedio de didmetro del foliculo
ovulatorio de 43,7 mm (rango de 39-52 mm), con una tasa de crecimiento de 2,52
mm/dia la cual disminuy6é un dia antes de la ovulacién (2mm/dia) (Lépez y Rodriguez
2005). En otro estudio con yeguas CC en Bogota, se encontré un tamafio maximo
preovulatorio de 41,34 + 2,14 (rango de 39 a 52 mm) y una tasa de crecimiento de 2,04
mm por dia (Ramirez et al. 2010). En el presente estudio la tasa de crecimiento promedio
en los dos CE fue mas baja comparada con los estudios mencionados anteriormente
(1,61 + 0,4 mm/dia) y el tamafio promedio del foliculo preovulatorio fue mayor (44,3 + 4,8
mm); estas diferencias en animales de la misma raza pueden deberse a factores
extrinsecos como la ubicacién geografica, nutricion o edad. La velocidad de crecimiento
del FD disminuyo el dia antes de la ovulacién (dia -1) en los dos CE, lo que coincide con
los reportes de Daels y Hughes (1993) y Ginther (1993).

El diametro folicular es usado como una guia para predecir la ovulacion en la yegua, pero
el amplio rango en el diametro de los foliculos preovulatorios no permite hacer una
prediccion confiable del momento 6ptimo para realizar o permitir la inseminacion. Sin
embargo, en un estudio reciente se encontr6 que la mayoria de las yeguas (17/20)
ovularon cuando los didametros de los FD eran similares (0 — 3 mm de diferencia) en CE

consecutivos (Cuervo-Arango y Newcombe 2008); en el presente estudio se reportdé que
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la mayoria de las yeguas (n=21) ovularon con una diferencia en los foliculos entre 0 y 4
mm y una menor cantidad de ellas, con una diferencia mayor de 5 mm (n=9) entre los CE
analizados; esta diferencia en el diametro folicular entre CE fue observada en un rango
de 0 a 5 dias. Este hallazgo coincide con el estudio mencionado anteriormente y puede
sugerir que los diametros foliculares registrados de ovulaciones previas pueden ser
tenidos en cuenta para predecir el momento 6ptimo del servicio en CE consecutivos.

Se encontrdé un mayor porcentaje de ovulaciones en el ovario derecho durante los dos
CE, lo cual coincide con los hallazgos de Gastal (2009) quien reporté mayor presencia
del FD en el ovario derecho (61%) comparado con el izquierdo (39%); aunque difiere de
lo encontrado por Ginther (1995) quien establecié que un 56% de las yeguas ovularon
por el ovario izquierdo y el 44% por el derecho; Ramirez et al. (2010) reportaron 60% de
ovulaciones en el ovario izquierdo y 40% en el derecho. Ginther (1992) encontré que el
47% de las yeguas ovularon del ovario izquierdo y 53% del derecho; esta diferencia en el
porcentaje puede ser un hallazgo incidental y requiere mas estudios para determinar

cudles factores pueden influenciar la ubicacién del foliculo preovulatorio.

En este estudio se presentd un solo caso de ovulacion doble en un CE de una yegua de
5 afnos de edad. Las variables que pueden afectar la presencia de ovulaciones dobles en
yeguas son la raza, la edad, el estado reproductivo y el nutricional; aunque se ha
reportado que la tasa de ovulaciones dobles es mayor en yeguas de la raza PSl y en
yeguas mayores de 17 afios (35,6%), también se ha encontrado una tasa de 20,7% en
yeguas de 2 a 4 afios (Davies Morel et al. 2005). Posiblemente la baja presentacion de
ovulaciones dobles en el presente estudio pueda deberse a la edad, ya que las yeguas
analizadas tenian entre 4 a 14 afios y a que la tasa de ovulaciones dobles es mayor en
otras razas de equinos y puede ser baja en yeguas CC; ademas de lo encontrado en el
presente estudio, solamente hay un reporte de un caso de ovulacién doble en una yegua
CC (L6pez y Rodriguez 2005). Aunque se ha descrito que las ovulaciones dobles estan
asociadas a la presentacion de dos foliculos que contintan creciendo de forma paralela
durante la desviacion folicular, alcanzan la madurez y son ovulados; no se han
establecido los factores que pueden llevar a la ocurrencia de ovulaciones mdltiples en
yeguas (Gastal 2009). Sin embargo, se ha encontrado que las diferencias en las
concentraciones plasmaticas de hormonas entre las ovulaciones dobles y simples son
mas un efecto que una causa de las ovulaciones multiples, debido a que en las yeguas

gue presentan ovulaciones dobles el FD tiene menor tamario, el nivel de FSH plasmética
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es mas bajo y los estrégenos mas altos entre el dia 2,5 y -0,5 antes de la ovulacion,

comparado con las yeguas que tienen ovulaciones simples (Ginther et al. 2008).

El comportamiento de estro en la yegua es evidente durante 5 a 7 dias en promedio; la
duracion depende de la yegua y del periodo estacional (Pryor y Tibary 2005). La duracion
del estro en el presente estudio fue de 5,9 dias con un rango de 1 a 11 dias, lo cual esta
influenciado posiblemente por factores intrinsecos y extrinsecos de cada yegua (Daels y
Hughes 1993). Esta amplia variaciéon en el rango de duracion del comportamiento de
estro sugiere que la evidencia o ausencia de los signos de estro no son un factor seguro
para determinar el momento Optimo para realizar la inseminacion artificial o natural y
deben ser observados en conjunto con otros aspectos como el didmetro folicular y el

edema uterino (Samper y Pycock 2007).

El grado de edema y el tamafio folicular son marcadores importantes para decidir cuando
inseminar o aparear la yegua. La intensidad del edema uterino disminuye a medida que
se acerca la ovulacion (Cuervo-Arango y Newcombe 2008). Un edema uterino con
valores entre 1 y 2, precedido por un grado de 3 y la presencia de un foliculo grande es
un buen indicador de ovulacion inminente; por el contrario un edema clasificado con bajo
puntaje, con foliculos de menor tamafio, puede indicar la presentacion de estro temprano;
ademas la presencia de edema uterino es la mejor sefial de la presentacién de
receptividad sexual en la yegua normal aun cuando no presente signos evidentes. Las
yeguas que tienen un grado de edema uterino alto en el momento de la ovulacién pueden
ser propensas a acumular liquidos dentro del Gtero después de la inseminaciéon o monta

natural (Samper y Pycock 2007).

El comportamiento de estro es un buen indicador de la presencia de celo en la yegua, y
en el presente estudio se pudieron observar los signos mas comunes descritos en la
literatura en la mayoria de las yeguas (Crowell-Davis 2007; McDonnell 2000); esto
destaca la importancia de observar el comportamiento de las yeguas ante el macho para
determinar la etapa del estro en que se encuentra la yegua. Los signos de
comportamiento de estro descritos en la literatura coinciden con los encontrados en este
estudio, donde los mas frecuentes fueron la eversion ritmica del clitoris, levantamiento de
la cola y miccidon frecuente; cuando una yegua presenta estos signos y ademas

permanece quieta probablemente estd en estro; si por el contrario es agresiva ante el
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macho lo mas probable es que esté en diestro (Crowell-Davis 2007); lo cual se evidencid
en este estudio. Sin embargo el llamado <<recelaje>> (deteccién de presencia de estro
con el uso de un macho entero) no es 100% seguro para determinar el estado del estro y
la intensidad y duracion de los signos de estro, porque ellos pueden variar en cada
yegua. En este estudio se observo un caso donde no se evidencié ningun signo de celo,
al contrario la yegua se mostré agresiva ante el macho, a pesar de tener un desarrollo
folicular normal; el celo no expresado, en donde la yegua tiene desarrollo folicular y ovula
pero sin mostrar signos de celo, puede deberse a factores sociales de dominancia en
grupos de yeguas o a factores particulares de preferencia por un macho en particular, por
esto es recomendable hacer la deteccion de celo con machos diferentes y de manera
individual (Crowell-Davis 2007).

Segun Cuervo-Arango y Newcombe (2008), el grado de edema uterino se repite en ciclos
consecutivos lo cual coincide a lo encontrado en este estudio; aunque se presentd el
caso de una yegua que no presenté ningun grado de edema durante el primer CE, el cual
fue de 18 dias de duracién, con evidencia de signos de celo solamente el dia anterior y el
dia siguiente a la ovulacién, que ocurrié cuando el FD tenia un diametro de 36,8 mm de
diametro. Aunque el siguiente CE fue de la misma duracion, si se encontr6 edema,
signos de celo mas evidente y un foliculo de mayor diametro. Estas variaciones
individuales en el patron de edema uterino deben ser aclaradas y es deseable determinar
si estan correlacionadas con variaciones en los niveles plasméticos de estrégenos que
puedan estar alterando la presentacion de edema y del comportamiento caracteristico de

estro.

2.6 Conclusiones y recomendaciones

Se determind que la duracion del CE de un grupo de yeguas CC en la zona rural de
Pereira fue de 21,5 £ 1,8 dias y del estro de 5,9 + 1,8 dias. El tamafio promedio al
momento de la ovulacion del foliculo preovulatorio fue de 44,3 £ 4,8 mm, con una tasa
de crecimiento promedio de 1,6 + 0,4 mm/dia para el FD y de 0,67 + 0,4 mm/dia para el
FS. La tasa de crecimiento del FD disminuyd aproximadamente un dia antes que ocurra

la ovulacion.
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Aunque durante todo el CE se evidencié actividad folicular, ésta fue menor durante la
fase de diestro temprano. Se evidencié una sola onda de crecimiento folicular en todas
las yeguas analizadas, con la presencia de un FD que terminé en ovulacion. Se encontrd
gue hay mas ovulaciones por el ovario derecho que por el ovario izquierdo en los dos CE
analizados. Solamente hubo un caso de ovulacion doble en una yegua de 5 afios de
edad, la cual se presenté en un solo CE de los dos estudiados; esto puede indicar que la

yegua CC tiende a presentar ovulaciones simples comparada con otras razas.

Para aumentar la eficiencia reproductiva en un criadero o en cada animal se deben tener
en cuenta diferentes variables en conjunto como son el tamafio folicular a la ovulacion, el
edema uterino, y la disposicion de la yegua al caballo. El grado de edema uterino es
esencial para determinar el estro; ademas cuando se encuentra un foliculo de gran
tamafio y el edema alcanza un nivel maximo y disminuye dias después puede indicar que
ocurrird la ovulacién y es un momento éptimo para llevar a cabo la inseminacion artificial

0 monta natural.

La variacion de los resultados entre los animales es muy amplia, por esto siempre se
debe recordar la individualidad en el comportamiento reproductivo de cada animal.
Siempre se debe tener en cuenta que existen factores de cada individuo, genéticos,
medioambientales y nutricionales que pueden influenciar y hacer variar la fisiologia
reproductiva. Por esto es importante realizar seguimientos mas detallados y continuos,
llevar registros individuales que permiten conocer el comportamiento de cada animal y

poder conocer la duracién individual del CE en cada animal.
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3.Diametro del cuerpo lateo y progesterona
serica durante el ciclo estral en yeguas
criollas colombianas

3.1 Resumen

Determinar el diametro del cuerpo liteo (CL) y los niveles séricos de progesterona (P4)
durante el ciclo estral (CE) en yeguas Criollas Colombianas (CC). Se utilizaron 30 yeguas
entre 4 a 14 afios de edad, ubicadas en Pereira (Colombia). Se realiz6 ultrasonografia
transrectal diariamente, desde la ovulacién (dia cero), durante dos CE para evaluar el
diametro del CL. Se tomaron muestras de sangre cada 48 horas entre una ovulacion y la
siguiente para cuantificar niveles séricos de P4 por la técnica de radioinmunoanalisis
(RIA). Los datos fueron analizados con estadistica descriptiva, desviacion estandar,
ANOVA para determinar diferencias entre los CE y una prueba de correlacion entre el
diametro del CL y P4. El tamafio del CL durante el CE fue 18,3 + 5,9 mm (promedio *
desviacion estandar). El didmetro el dia cero fue 25,1 £ 4,5 mm y el tamafio final del CL
8,5 £ 0,9 mm el dia 20 del CE. El mayor diametro del CL se encontrdé el dia 2
postovulacion (26,4 + 5,0 mm). Los niveles maximos de P4 se encontraron al dia 6
postovulacion (10,7 + 4,3 rango 2,51 a 18,8 ng/ml). La concentracion de P4 durante el
diestro fue 6,6 = 3,6 (1,15 a 10,7 ng/ml) y durante el estro 0,25 + 0,3 (0,01 a 0,86 ng/ml).
La yegua CC presenta una dinamica del CL similar a la reportada en la literatura. Los
valores aqui reportados pueden ser el punto de partida para establecer valores de

referencia de utilidad clinica.

Palabras clave: ciclo estral, cuerpo lateo, progesterona, yeguas.
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Abstract

Determine the diameter of the corpus luteum (CL) and serum progesterone (P4) during
the estrous cycle (EC) in Colombian Criollo mares (CC). Thirty mares between 4 and 14
years old were followed to determine CL diameter and serum P4 levels. The animals were
located in Pereira (Colombia). Transrectal ultrasonography was performed daily through
two EC, from ovulation to ovulation. Blood samples were taken every 48 hours during an
estrous cycle, to measure serum levels of P4 by radioimmunoassay (RIA). The data was
analyzed using descriptive statistics, with standard deviation; ANOVA to determine
differences between the EC and a test of correlation between CL diameter and P4 levels.
The size of the CL during the EC was 18,3 + 5,9 mm (mean * standard deviation). The
average CL diameter found on day zero was 25,1 + 4,5 mm and the final size, was 8,5 +
0,9 mm on day 20 of the EC. The larger diameter of CH was found on day 2 post-
ovulation (26,4 £ 5,0 mm). The highest serum P4 levels were found on day 6 post-
ovulation (10,7 + 4,3 range from 2,51 to 18,8 ng/ml); during diestrus, they were 6,6 + 3,6
(range 1,15 to 10,7 ng/ml) and during estrus, 0,25 + 0,3 (range 0,01 to 0,86 ng/ml). The
CC mare CL presents a dynamic similar to that reported in the literature. Present findings
could be used as a starting point for the establishment of reference values of clinical

importance.

Keywaords: estrous cycle, corpus luteum, progesterone, mares.

3.2 Introduccidn

La ovulacién sucede en gran parte como respuesta del foliculo dominante al aumento en
los niveles circulantes de la hormona luteinizante (LH) e involucra eventos concatenados
gue terminan en la ruptura de un foliculo dominante; ocurre en promedio 4,2 dias
después de que el foliculo dominante alcanza 35 mm de diametro (Bergfelt y Adams
2007). Cuando el foliculo se rompe durante la ovulacién también hay ruptura de vasos
sanguineos de la pared folicular, esto lleva a la formacién de una cavidad que contiene
fluido folicular y sangre proveniente de la ovulacion, la cual es conocida como cuerpo
hemorragico (CH). En condiciones normales, el CH puede ser detectado desde el
momento de la ovulacién hasta 1 a 3 dias postovulacion, posteriormente comienza a
aumentar su tamafio y a perder su apariencia hemorragica transformandose en cuerpo

lteo (CL) (Newcombe 1996). Después de la ovulacién, ocurre la luteinizacion en las
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células de la teca interna y las células de la granulosa del foliculo; en este proceso las

células del foliculo ovulatorio se convierten en tejido luteal (Bergfelt y Adams 2007).

La maduracion funcional del cuerpo lateo esta caracterizada por un aumento progresivo
de las concentraciones circulantes de progesterona (P4) (>1 ng/ml), lo cual se relaciona
estructuralmente con un aumento en el diametro del CL, incremento de la irrigacion
sanguinea y disminucion de la ecogenicidad (Bergfelt y Adams 2007; Newcombe 1996).
Las concentraciones plasméaticas maximas de P4 durante la mitad del diestro (dias 5 a 7)
pueden estar entre 4 a 10 ng/ml (Nett et al. 1976) y se correlacionan con un mayor
diametro luteal, con un aumento de la irrigacion sanguinea y con un nivel de baja
ecogenicidad. Los niveles séricos de P4 permanecen elevados por un periodo de 6 a 10
dias y declinan rapidamente hasta llegar a niveles basales. Posterior al dia 13-16 del
diestro (diestro tardio), la prostaglandina F2alfa (PGF2a) se sintetiza en el endometrio,
alcanza el ovario por via sistémica y genera la regresion funcional del CL la cual se
caracteriza por una disminucién progresiva de los niveles de P4, del didmetro luteal y de
la vascularidad, y por un aumento en la ecogenicidad (Bergfelt y Adams 2007). Durante
el estro, las concentraciones de P4 en el plasma son menores de 1 ng/ml (Daels y
Hughes 1993; Nett et al. 1976).

En un estudio en yeguas criollas colombianas (CC) ubicadas en Bogota, en el cual se
evaluaron los niveles de P4 cada tercer dia, se encontraron valores de produccion de P4
mas altos que los reportados para las demas razas. La produccibn maxima de P4 se
situd entre los 9,35 y 28,57 ng/ml; a partir del dia 9 comenzo la caida de la curva de P4y
en el dia 15 sus niveles se acercaron a 1 ng/ml (Lépez y Rodriguez 1995). En Espafia en
un estudio con dos razas de yeguas, se concluyd que las concentraciones de P4
plasmatica no manifiestan diferencias significativas entre los dos genotipos durante el
celo, pero si en la fase luteal; los valores en la raza &rabe oscilaron entre 5,98 a 12,8

mientras que para la raza andaluza variaron entre 4,58 a 8,3 ng/ml (Vivo et al. 1986).

Dada la amplia variacion de las condiciones climaticas en el tropico colombiano y su
consabida injerencia en la funcién ovarica de la yegua, se hace necesario establecer los
valores de referencia de la fisiologia reproductiva de importancia clinica en yeguas CC.

Lo anterior permitiria mejorar y aumentar la eficiencia reproductiva de cada animal y
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tomar las medidas preventivas y curativas correspondientes segun el caso y para futuros

estudios que contribuyan a la preservacion de la raza equina CC.

El presente trabajo tuvo como objetivo establecer los cambios en los niveles de P4
durante un CE; determinar la evolucién del desarrollo y medir el CL por medio de

ultrasonografia durante dos CE consecutivos en yeguas CC.

3.3 Materiales y métodos

3.3.1 Animales y condiciones medioambientales

Se utilizaron 30 yeguas de la raza CC ubicadas en diferentes zonas rurales del municipio
de Pereira (Risaralda), a una altura de 1.411 msnm, 4°49' de latitud norte y 75°%2' de
longitud oeste; temperatura promedio de 21,8°C, humedad relativa de 75%, precipitacion
media de 2.210 mm/afio y un promedio de brillo solar diario de 13 horas (Ideam 2005). Lo

anterior corresponde al llamado piso térmico templado colombiano (Ideam 2001).

La edad de los animales oscil6 asi: entre los 4 a 7 afios (n=17), de 8 a 11 afios (n=10) y
de 12 a 14 afios (n=3). El peso corporal, entre 320 y 400 Kg, con una buena condicién
corporal (en promedio 6/9). Todos los animales permanecian estabulados, con una dieta
de pasto de corte King grass (Pennisetum purpureum), el cual se suministré a voluntad, 4
kg de concentrado al dia (12-15% nivel de proteina) y sal a voluntad. Las yeguas se
hallaban en buenas condiciones de salud y sin ninguna anormalidad reproductiva, lo cual
fue determinado por medio de la inspeccion visual de los 6rganos reproductivos externos,
palpacién rectal y ultrasonografia del tracto reproductivo. Se utilizé un ecégrafo Honda
electronics modelo HS 1500V (Honda Electronics Co., Ltd, Japon), equipado con un
transductor rectal lineal multifrecuencia de 10, 7,5 y 5 MHz modelo HLV-375M y con

capacidad de almacenamiento de 60 imagenes. Se emple6 una sonda de 7,5 Mhz.

3.3.2 Seguimiento ultrasonogréfico

El presente trabajo se inici6 al identificar por ultrasonografia el dia de la ovulacion, el cual
se tom6 como el dia cero. A partir de este momento se comenzd un seguimiento
ecografico diario de cada yegua, durante dos CE consecutivos, para determinar el

tamafio del CL, el cual se obtuvo del promedio al medir el CL transversal y
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longitudinalmente. En el CH se realiz6 la medicion tomando desde el borde interno de la
pared.

3.3.3 Cuantificacion de los niveles séricos de P4

Se tomaron muestras de sangre por medio de puncion de la vena yugular con el sistema
de vacutainer® en tubos sin anticoagulante, los dias 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20
de uno de los CE hasta la siguiente ovulacién. Este muestreo se realiz6 durante el
seguimiento de uno de los dos CE en cada yegua seleccionada y la muestra obtenida se
centrifugd a 3000 r.p.m. durante 15 minutos, para obtener el suero sanguineo, que fue
almacenado en viales plasticos a —20 °C. La cuantificacién de los niveles de P4 se realizé
por la técnica de RIA de fase solida con el kit comercial Coat-A-Count Progesterona®
(Siemens, USA), con una especificidad de 0,02 ng/ml. A partir de los niveles de P4 se
caracterizaron las fases del CE de la yegua CC; donde los valores inferiores a 1 ng/mil
indicaron la fase folicular, y los valores superiores a este valor determinaron la fase

luteal.

3.3.4 Analisis estadistico

Se aplicé la estadistica descriptiva con valores de promedio y desviacién estandar (DE)
para todos los pardmetros a evaluar. Se realiz6 un andlisis de varianza de un factor
(ANOVA) entre los datos del primer y segundo CE para determinar si existian diferencias,
y entre los diametros del CL de los dos CE. También se realiz6 una prueba de

correlacion entre el diametro del CL y los niveles de P4 sérica.

3.4 Resultados

De acuerdo con los niveles de P4 y los hallazgos ultrasonograficos, la duracion promedio
del primer CE fue de 21.7 £ 2.3 (rango 18 a 28 dias), con una fase luteal de 14.2 + 1.4
dias (rango 11 — 17 dias) y de 6.7 + 2.2 dias (rango 3 — 12 dias) para la fase folicular. En
el segundo CE la duracién promedio fue de 21.7 £ 2.8 (rango 16 a 33 dias), con una fase
luteal de 14.3 + 1.0 dias (rango 13 — 17 dias) y de 7.6 £ 5.0 dias (rango 3 — 17 dias) para

la fase folicular.
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3.4.1 Desarrollo del cuerpo luteo durante el ciclo estral

Aunque no se encontraron diferencias significativas (p>0,05) entre los dos CE
analizados, los resultados obtenidos de cada uno de ellos, se presentan por separado en
las tablas 3-1y 3-2. En el dia cero el CH hiperecogénico tenia con una cavidad intraluteal
llena de fluido, la cual alcanzé su mayor tamafio el dia 2 postovulacion (26,4 £ 5,0 mm)
(promedio + DE). El diametro promedio encontrado el dia cero fue de 25,1 + 4,5 mm y el
tamario final del CL fue de 8,5 + 0,9 mm el dia 20 del CE. El diametro promedio del CL
durante el CE fue de 18,3 £ 5,9 con un rango de 7,3 a 26,4 mm (Ultima y primera
observacion, respectivamente) (Figura 3-1). El CL disminuyé progresivamente de tamafio

y se pudo visualizar, en promedio hasta el dia 16,0 £ 2,0 (11 a 20 dias postovulacion).

Figura 3-1: Valor promedio del diametro del cuerpo luteo durante el ciclo estral de

yeguas criollas colombianas (n=30).
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Entre los dias 0 y 4 del primer CE observado, los valores promedio de los rangos de los
CL analizados fueron 24.70 — 25.88 mm y para el segundo CE de 26.19 — 27.50 mm.
Entre los dias 4 y 8, los valores correspondientes fueron 21.57 — 22.86 mm y 22.94 —
24.26, respectivamente. Para los dias 8 a 12 fueron de 18.59 — 19.69 mm y 19.1 — 21.06
mm, respectivamente. Para los dias 12 a 16, fueron 15.29 — 16.85 y 15.41 — 17.23
respectivamente. Después del dia 16 del CE los valores estuvieron entre 10.5 — 12.68, y
11.93 — 12.50 mm (Figura 3-2). En las tablas 3-1 y 3-2 se observa el rango del diametro
del CL y el porcentaje de yeguas en cada rango, durante el primer y segundo CE
respectivamente. La imagen ultrasonogréfica del CL en diferentes dias del CE puede ser

observada en la figura 3-3.
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Figura 3-2: Valor promedio del diametro del CL durante los dos ciclos estrales

consecutivos de yeguas criollas colombianas (n=30).
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De las 30 yeguas analizadas solamente una present6 ovulacion doble; los datos de esta
yegua se excluyeron del analisis de didametro de CL y de la P4 durante el CE; aunque al
analizar los promedios del didmetro del CL con los de ovulacion doble no hubo
diferencias significativas (p>0,05). En la yegua con ovulacion doble el diametro promedio
encontrado el dia cero fue de 21,7 £ 2,1 mm (20,2 mm y 23,3 mm el CL del ovario
derecho e izquierdo, respectivamente) y el tamafio final del CL del ovario derecho fue
13,8 mm el dia 17 del CE y el del ovario izquierdo 11,4 mm el dia 18 del CE; el CL
alcanz6 su mayor tamafio el dia 2 postovulacion (27,7 mm en el ovario derecho y 25,5
mm en el izquierdo). El diametro promedio del CL durante el CE en la yegua con
ovulacién doble fue de 18,8 + 4,1 con un rango de 11,4 a 26,6 mm (Ultima y primera

observacion, respectivamente).



64 Caracteristicas del ciclo estral, desarrollo embrionario y determinacion de la
tasa de prefiez en yeguas criollas colombianas

Tabla 3-1: Valores promedio del diametro del cuerpo luteo en yeguas criollas

colombianas (n=29*) durante el primer ciclo estral.

Rango de diametro del cuerpo luteo Porcentaje de yeguas
(mm)
13,0-16,9 6,89 %
17,0-19,9 31,0 %
20,0 -23,9 51,7 %
24,0 - 27,49 10,3 %

*Se excluyeron los datos de una yegua que presenté ovulacion doble.

Tabla 3-2: Valores promedio del diametro del cuerpo liteo en yeguas criollas

colombianas (n=30) durante el segundo ciclo estral.

Rango de diametro del cuerpo luteo (mm) Porcentaje de yeguas
13,0-16,9 0%
17,0-19,9 36,6 %

20,0 -23,9 50 %
24,0 - 27,49 13,3 %
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Figura 3-3: Imagen ultrasonogréafica del cuerpo luteo en diferentes dias del ciclo estral en
yeguas criollas colombianas. Cuerpo luteo observado el dia 0 (A), dia 1 (B), Dia 2(C), dia
6 (D), dia 14 (E) y dia 19 (F) del ciclo estral. (Imagenes provenientes de diferentes

animales).
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3.4.2 Cuantificacion de los niveles séricos de progesterona

durante el ciclo estral

Los valores obtenidos de los niveles séricos de P4 a través del CE de la yegua aparecen
en la figura 3-4. En promedio entre el dia 0 y 16 del CE los valores de P4 fueron
superiores a 1 ng/ml. El dia cero (dia de la ovulacién) fue de 1,8 + 2,9 ng/ml (rango 0,003
a 12,2 ng/ml) y posteriormente increment6 hasta alcanzar el valor maximo hacia el dia 6
postovulacién, de 10,7 + 4,3 con un rango de 2,51 a 18,8 ng/ml. Los niveles
permanecieron elevados por 6 a 12 dias (9,6 + 1,1 ng/ml) y a partir de este momento
comenzd la caida dréastica de la curva de P4 hasta llegar a niveles inferiores a 1 ng/ml. La
concentracion de P4 durante la fase luteal fue de 6,6 + 3,6 con un rango de 1,15 a 10,7
ng/ml y durante la fase folicular de 0,25 + 0,3 con un rango de 0,01 a 0,86 ng/ml. En la
figura 3-4 se puede observar la variacién de los valores obtenidos para los niveles
séricos de P4 y el didmetro del CL durante el CE. No se encontrd una correlacion entre el
diametro del CL y los niveles plasmaticos de P4 (r=0,58; p<0,05). El coeficiente de
variacion intraensayo fue de 2,09 %. Los niveles plasmaticos de P4 fueron mas altos en
la yegua con ovulacién doble, en comparacién con los de las otras yeguas (p<0,05)
(Figura 3-5).

Figura 3-4: Valores promedio y desviacion estdndar de los niveles séricos de
progesterona (ng/ml) y del didmetro del cuerpo luteo durante el ciclo estral de yeguas

criollas colombianas (n=30) (r=0,58).
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Figura 3-5: Valores promedio y desviacion estdndar de los niveles séricos de
progesterona (ng/ml) durante el ciclo estral de yeguas criollas colombianas (n=30)
comparados con una yegua que presentd ovulacion doble (p< 0,05). Las barras de error

representan la desviacién estandar.
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De acuerdo con los niveles de P4 y los hallazgos ultrasonograficos, la duracién promedio
del primer CE fue de 21,7 £ 2,3 (rango 18 a 28 dias), con una fase luteal de 14,2 + 1,4
dias (rango 11 — 17 dias) y de 6,7 £ 2,2 dias (rango 3 — 12 dias) para la fase folicular. En
el segundo CE la duracion promedio fue de 21,7 + 2,8 (rango 16 a 33 dias), con una fase
luteal de 14,3 £ 1,0 dias (rango 13 — 17 dias) y de 7,6 £ 5,0 dias (rango 3 — 17 dias) para

la fase folicular.

3.5 Discusion

Dado que el CL en la yegua no es detectable por medio de palpacion rectal, la
ultrasonografia es una herramienta muy util y precisa para determinar si ocurre la
ovulacién, evaluar la morfologia del CL y su permanencia asi como para establecer la
relaciéon entre estructura y funcién asociada con el desarrollo folicular y luteal (Nett et al.
1996; Ginter 1988). Esta informacion es Util ya que se ha descrito que la actividad luteal
disminuida o prolongada estd asociada con patologias uterinas como endometritis o
pibmetra los cuales pueden llevar a la liberacién prematura o disminucién de PGF2 alfa
(Bergfelt y Adams 2007).
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En el presente estudio, no se encontraron diferencias significativas (p>0,05) entre el
diametro del CL durante los dos CE analizados. Esto implica que posiblemente hay una
regularidad en el desarrollo del CL en la yegua durante CE sucesivos (aunque es
deseable que haya mas estudios al respecto). Por ende, los valores aqui reportados,
pueden tener importancia como referencia en las evaluaciones clinicas para definir
posibles anomalias como por ejemplo insuficiencias luteales, que pueden resultar en
pérdidas embrionarias; ademas se ha descrito que los cambios en la morfologia del CL,
evaluados mediante ultrasonografia, reflejan modificaciones estructurales asociados con
el desarrollo funcional del CL (Bergfelt y Adams 2007; Newcombe 1996). El diametro
promedio del CL en este estudio fue menor (18,3 £ 5,9 mm) comparado con el didmetro
reportado en un estudio en yeguas Pura Sangre Inglés o yeguas de carreras (25,3 + 3,8
mm) (Ginther 1995), lo cual puede indicar una diferencia del diAmetro del CL segun la
raza y el tamafio del animal. Los datos aqui obtenidos acerca de los rangos para el
diametro del CL, tienen pertinencia en los andlisis clinicos si no hay la posibilidad de
obtener informacion acerca de los valores séricos de P4. Es recomendable corroborar los

datos obtenidos en este estudio, ya sea en el mismo genotipo equino o en otros.

En el presente estudio se encontraron concentraciones séricas de P4 durante el CE de la
yegua, con niveles superiores durante la fase luteal (6,6 + 3,6 ng/ml) comparado con la
fase folicular (0,25 + 0,3 ng/ml) como se describié en diferentes estudios (Nett et al. 1976;
Daels y Hughes 1993). Las concentraciones de P4 fueron mas altas en la mitad de la
fase luteal que al comienzo de ésta; el nivel maximo de P4 se encontré el dia 6
postovulacion, lo cual se debe a la maduracion del CL que alcanza su maxima capacidad
funcional en este momento (Bergfelt y Adams 2007). Se han reportado valores de P4 en
yeguas durante la fase luteal entre 6 y 10 ng/ml (Daels y Hughes 1993); en un estudio en
yeguas criollas los valores de P4 encontrados en el punto maximo estan entre 9,35 y
28,57 ng/ml (Lépez y Rodriguez 1995). En el presente estudio, la concentracion de P4
durante la fase luteal fue de 6,6 £ 3,6 con un rango de 1,15 a 10,7 ng/ml y el rango del
nivel encontrado en el dia de méaxima concentracion de P4 estuvo entre 2,51 a 18,8

ng/ml.

En estudios morfol6gicos del CL se ha encontrado que éste presenta un area vascular de
mayor tamafio durante el inicio y la mitad de la fase luteal comparado con el final de la

fase luteal; ademas que los niveles de P4 sérica han sido mas altos cuando hay un CL
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maduro, el cual tiene un area vascular mas grande y un mayor ndmero de vasos
sanguineos (Ferreira—Dias et al. 2006). Este aumento en la irrigacion de sangre en el CL
maduro y en la secrecion de P4 también se reporta en otras especies (Miyazaki et al.
1998; Jablonka-Shariff et al. 1993). Esto puede explicar por qué en el presente estudio se
encontré un mayor diametro al inicio de la fase luteal que coincidié con la maduracion del
CL y los niveles de P4 sérica mas altos en la mitad de la fase luteal; y al final disminuy6

el diametro del CL y los niveles de P4 coincidiendo con la lutedlisis.

En el presente estudio no se encontré una correlacion entre el didametro del CL y los
niveles séricos de P4 (r=0,58). En algunos estudios se ha encontraron una relacién
paralela entre la disminucién del area del CL y las concentraciones de P4 durante la
lutedlisis (Ginther et al. 2007b); sin embargo no se han encontrado diferencias en la
produccién de P4 al compararla entre dos tipos diferentes de CL, con y sin area central
anecogénica y tampoco se encontré una relacién entre el tamafio del CL y la produccion
de P4 en yeguas receptoras (Townson et al. 1989), lo cual puede sugerir que no hay una
correlacion entre el diametro medido por ultrasonografia y los niveles séricos de P4
(Arruda et al. 2001).

La duracion de la fase luteal en las yeguas puede ser de 14 a 15 dias (Daels y Hughes
1993); en las razas Arabe y Andaluz se reportd una duracién de la fase luteal de 16,5 +
2,25 dias (Vivo et al. 1986) y en yeguas criollas colombianas ubicadas en Bogota 13,9 +
1,52 dias (LOpez y Rodriguez 1995). En el presente estudio la duracion de la fase luteal
fue de 14,2 + 0,07 dias, lo cual coincide con lo descrito en la literatura. Es posible que las
variaciones individuales influyan en la duracion de la fase luteal, pues la correspondiente
al CE tiene fluctuaciones que son consideradas normales, lo cual es valido para las

diversas fases del CE.

En el presente estudio se encontré solamente una yegua con ovulacién doble, que tuvo
los niveles séricos de P4 durante el CE mas altos de todos los animales incluidos en el
estudio. Las yeguas que presentan ovulacion doble tienen aumentos significativos en los
niveles de P4 sérica 24 horas después de la segunda ovulacion (Daels y Hughes 1993).
La incidencia de ovulacion maltiple aumenta de manera importante en yeguas de mayor

edad, ademas de estar influenciada por la raza (Pura Sangre Inglés, Caballos de tiro y



70 Caracteristicas del ciclo estral, desarrollo embrionario y determinacion de la
tasa de prefiez en yeguas criollas colombianas

Trotones), el estado reproductivo (yeguas primerizas, yeguas en lactancia) y el estado
nutricional (Davies Morel et al. 2005). En el presente estudio, la yegua que presentd
ovulacién multiple tenia 4 afios de edad y no se encontraba bajo la influencia de ninguno

de los factores mencionados anteriormente (datos que no se incluyen).

En conclusion los niveles séricos de P4 en la yegua CC son similares a los descritos en
la literatura en otras razas y para paises estacionales o en diferentes zonas del trépico
colombiano. Los cambios en la estructura y morfologia del CL reflejan su desarrollo
funcional, por lo cual se considera importante evaluarlo morfolégicamente para
diagnosticar posibles anormalidades, como complemento a la cuantificaciéon de los

niveles séricos de P4.

La variacion de los resultados en cuanto a dimetro del CL y niveles séricos de P4 es
muy amplia; por esto siempre se debe recordar la individualidad en el comportamiento
reproductivo, porque existen factores genéticos, medioambientales y nutricionales que
pueden influenciar y hacer variar la fisiologia reproductiva. Por esto es importante realizar
seguimientos mas detallados y continuos, llevar registros individuales para conocer las

caracteristicas fisioldgicas de cada animal.

Es necesario realizar mas estudios en yeguas criollas colombianas en diferentes
condiciones medioambientales para establecer los factores que podrian afectar el
funcionamiento reproductivo de cada una de las yeguas; ademas seria importante
evaluar otras hormonas involucradas durante el CE y estimar el area de las células del
CL, los receptores para LH en las mismas y posibles correlaciones con el peso y
diametro del CL. Los valores aqui reportados pueden ser el punto de partida para el

establecimiento de valores de referencia de utilidad clinica.
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4.Progesterona séricay algunas
caracteristicas uterinas y embrionarias en
la gestacion temprana de yeguas criollas
colombianas

4.1 Resumen

Se inseminaron artificialmente 24 yeguas criollas colombianas (CC) de 4 a 14 afos de
edad. Se cuantificaron los niveles séricos de P4 por la técnica de radioinmunoanalisis de
fase sélida (RIA), se evalu6 el cuerpo lateo (CL), el Gtero y el edema uterino por
ultrasonografia; desde la ovulacién hasta el dia 40 postovulacion. El diagnostico de
prefiez se realizé al detectar un conceptus; desde ese momento hasta el dia 40 se evalué
diariamente. Los datos fueron analizados usando estadistica descriptiva con valores
promedio y desviacién estandar (DE). El diagnostico de gestacion se hizo el dia 10,4 +
0,8 (promedio + DE). La tasa de crecimiento del conceptus fue 1,65 + 0,1 mm/dia; su
fijacion al utero ocurrio el dia 16,8 + 1,5. El embridn se visualizé dentro de la vesicula el
dia 20,8 £ 1,7; su tasa de crecimiento fue 0,8 + 0,3 mm/dia. El latido cardiaco se detecto
desde el dia 23,9 + 1,3. El 100% de los embriones tuvieron un desarrollo normal hasta el
dia 40 de la gestacion. 62,5% de los CL se ubicaron en el ovario derecho y 33,3% en el
izquierdo; un animal present6 ovulacion doble. El 66,6% de los conceptus se ubicaron en
la unién atero cornual derecha y el 33,3% en la izquierda; 79,1% ipsilateral al CL. La
gestacion en la yegua CC presenta caracteristicas fisioldégicas similares a las descritas en
la literatura. Los datos aqui presentados tienen importancia para las evaluaciones
clinicas y constituyen un punto de partida para futuros estudios.

Palabras clave: embrion, progesterona, cuerpo liteo, yeguas.
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Abstract

Twenty four Colombian Criollo (CC) mares 4 to 14 year-old were artificially inseminated.
Serum progesterone (P4) levels were measured by radioimmunoassay (RIA) and the
corpus luteum (CL), uterus and uterine edema were evaluated by ultrasonography, from
ovulation until day 40 post-ovulation. Pregnancy diagnosis was made by conceptus
detection at day 10,4 + 0,8 (mean * SD). From there until the 40™ day of pregnancy,
ultrasonographic evaluation was carried out on daily basis. Data were analyzed using
descriptive statistics with mean and standard deviation (SD). The conceptus growth rate
was 1,65 + 0,1 mm/day, their attachment to the uterus occurred on 16,8 + 1,5. The
embryo was visualized within the chorionic vesicle at day 20,8 + 1,7; its growth rate was
0,8 = 0,3 mm/day. The heartbeat was detected at day 23,9 + 1,3. One hundred percent of
the embryos had a normal development until day 40 of gestation; 62,5% of CL was
located in the right ovary and 33,3% in the left. One animal had double ovulation. 66,6%
of conceptus were located in the right cornual uterine junction and the 33,3% in the left;
79,1% ipsilateral to the CL. Pregnancy in the CC mare has physiological characteristics
similar to those described in the literature. The data presented here are important for

clinical evaluations and are a starting point for future studies.

Keywords: embryo, gestation, progesterone, mares.

4.2 Introduccioén

La gestacion en las yeguas dura de 315 a 345 dias y comprende un periodo embrionario
gue cubre sus primeros 40 dias (Allen 2001; Ginther 1998) y presenta caracteristicas
diferentes a las de otras especies domésticas. Hay cambios morfolégicos, inmunoldgicos
y endocrinos en el oviducto y el (tero, importantes para el reconocimiento vy

mantenimiento de la prefiez (Spencer et al 2004; Sharp 2000).

La vesicula embrionaria (0 conceptus) puede ser detectada por medio del uso de
ultrasonido transrectal desde el dia nueve de la gestacion, con un grado de precision de
5 a 10% hasta el dia 11 (grado de precision 98%). En esos dias el conceptus tiene de 3
a 5 mm de didmetro, es de forma esférica, mantiene crecimiento progresivo y se mueve
constantemente en el Utero (Gastal et al 1996; Ginther 1995). Su movimiento garantiza

gue la sefial de reconocimiento materno de la prefiez se difunda por todo el endometrio
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(Allen 2001). Algunos autores determinaron que el conceptus promueve aumento en el
tono uterino, disminucién del diametro uterino e incremento de las contracciones uterinas
por un mecanismo local (Griffin y Ginther 1993). También, se ha establecido una curva
de crecimiento del conceptus basados en la medicién del area y ancho del mismo por
ultrasonografia. El crecimiento se mantiene constante entre los dias 17 a 24 (Gastal et al
1996; Ginther 1995).

El movimiento del embrion dentro del Utero persiste hasta el dia 16-17 postovulacion,
cuando ocurre un incremento subito en el tono miometrial que inmoviliza el conceptus
fijandolo en el sitio de la posible implantacion, en la base de uno de los cuernos uterinos
(Stout y Allen 2001; Ginther 1983a; 1983b). La fijacién esta dada por el aumento gradual
del tono uterino, disminucién del diametro uterino y el aumento del tamafio del embrion
(Ginther 1995).

Posteriormente a la fijacion, alrededor del dia 18 postovulacién, el conceptus cambia su
forma esférica a triangular, lo cual, sumado a la pausa en su tasa de crecimiento es
atribuible al aumento del tono uterino y al engrosamiento de la pared uterina dorsal,
simultaneamente, hay un crecimiento compensatorio en la longitud del conceptus
(Ginther 1995). Hacia el dia 21 postovulacion, el conceptus disminuye su tasa de
crecimiento en promedio de 2 a 3 mm por dia y adquiere de nuevo una forma esférica
(Gastal et al 1996; Ginther 1983a). La visualizacion del embriébn en la vesicula
embrionaria sucede alrededor del dia 21 postovulacion y el latido cardiaco se puede
detectar entre los dias 24 y 25 (Vanderwall et al 2000). La vesicula embrionaria tiene un
menor didmetro en yeguas con pérdida gestacional que en yeguas que mantienen la
prefiez y por esto se debe monitorear de forma continua los embriones de poco tamafo
(Vanderwall et al 2000, Papa et al 1998; Ginther et al 1985).

La especie equina tiene un potencial productivo importante y por la sensibilidad de su eje
neuroendocrino a las condiciones medioambientales, en particular al fotoperiodo, los
parametros fisioldégicos obtenidos en paises de la zona templada no son necesariamente
los mismos que en el tropico. Entonces, es valido plantear la hipétesis de que podria
haber caracteristicas fisiol6gicas particulares en animales residentes en zonas tropicales.

En éstas, ademas de que las variaciones en el fotoperiodo son claramente menos
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amplias que en la zona templada, las notorias variaciones de temperatura, asi como la
humedad relativa, generan condiciones climéaticas especificas, que podrian provocar

cambios en la fisiologia reproductiva.

En Colombia hay genotipos equinos de importancia social y econémica, como la raza
criolla colombiana (CC), acerca de la cual no hay estudios sistematicos que evallen las
caracteristicas del Utero y de los conceptus en los primeros estadios de la gestacion y en
particular lo relacionado con los niveles plasmaticos de la P4 (progesterona), que puedan
ser usados como valores de referencia en procedimientos diagndsticos en la clinica

veterinaria o0 en investigaciones.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar los niveles de P4 plasmética y algunas
caracteristicas ultrasonograficas del conceptus, y del Utero, ademas de los cambios en el

diametro del cuerpo lateo (CL) durante la gestacion temprana de yeguas CC.

4.3 Materiales y métodos

4.3.1 Animales y condiciones medioambientales

Se utilizaron 24 yeguas de la raza CC ubicadas en diferentes zonas rurales del municipio
de Pereira (Risaralda), a una altura de 1.411 msnm, 4°49' de latitud norte y 75°%2' de
longitud oeste; temperatura promedio de 21.8°C, humedad relativa de 75%, precipitacion
media de 2.210 mm/afio y un promedio de brillo solar diario de 13 horas (Ideam 2005). Lo

anterior corresponde al llamado piso térmico templado colombiano (Ideam 2001).

La edad de los animales oscil6 entre 4 y 14 afios, asi: entre los 4 a 7 afios (14 yeguas),
de 8 a 11 afios (8 yeguas) y de 12 a 14 afios (2 yeguas). El peso corporal estuvo entre
320 y 400 Kg y con una buena condicion corporal (en promedio 6/9). Todos los animales
permanecian estabulados, con una dieta de pasto de corte King grass (Pennisetum
purpureum), el cual se suministré a voluntad, 4 kg de concentrado al dia (12-15% nivel de
proteina) y sal a voluntad. Las yeguas incluidas en el estudio se hallaban en buenas
condiciones de salud y sin ninguna anormalidad reproductiva, lo cual fue determinado por
medio de la inspeccion visual de los 6rganos reproductivos externos, palpacion rectal y

ultrasonografia.
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4.3.2 Seguimiento ultrasonografico

La evaluacidn secuencial del tracto reproductivo se realizé6 con un ecdgrafo Honda
electronics modelo HS 1500V (Honda Electronics Co., Ltd, Jap6n), equipado con un
transductor rectal lineal multifrecuencia de 10, 7,5 y 5 MHz modelo HLV-375M vy
capacidad de almacenamiento de 60 imagenes. El seguimiento de la vesicula

embrionaria se llevé a cabo con 5 MHz y las otras variables con 7,5 Mhz.

Se realizd inseminacion artificial (IA) de cada una de las yeguas en el momento mas
cercano a la ovulacion, cuando se encontrd, por ultrasonografia, un foliculo con
caracteristicas preovulatorias y un edema uterino grado dos a tres; se usdé semen
refrigerado para la IA procedente de diferentes garafiones a una dosis de 500 millones de
espermatozoides motiles progresivos. La |IA se repiti6 48 horas después cuando fue

necesario.

Después de detectar la ovulacion (dia cero) se midié el diametro del CL cada tercer dia
hasta el dia 9 postovulacion y a partir de ese momento diariamente hasta el dia 40;
durante este lapso también se evalu6 el diametro del cuerpo y de la base del Gtero del
cuerno prefiado; asi mismo, la presencia de edema uterino. Para cuantificar esto ultimo,
se utilizé un sistema de puntuacion subjetiva para edema endometrial presentado en la
tabla 4-1(Samper y Pycock 2007). El diagndstico de prefiez se baso en la visualizacion

de una vesicula embrionaria por medio de ecografia.

El diametro, la tasa de crecimiento, la forma y la posicion de la vesicula embrionaria, asi
como la presencia de latido cardiaco se evaluaron por ultrasonografia diariamente desde
el dia en el cual se identificé el conceptus hasta el dia 40 postovulacién, momento en el
cual finaliza el periodo embrionario en yeguas. La medicion del diametro de la vesicula
embrionaria se realiz6 a través del eje dorsoventral (Ginther 1995); y la tasa de
crecimiento de la vesicula se obtuvo a partir de la diferencia de promedios del diametro
entre dos dias consecutivos. El tamafio del embrion dentro de la vesicula se obtuvo al
hacer la medicién de la longitud craneo-caudal del embrién y su tasa de crecimiento se

determiné de la diferencia de promedios del didmetro entre dos dias consecutivos.
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Tabla 4-1: Sistema de puntuacién subjetiva para edema endometrial en la yegua
(Samper y Pycock 2007).

Puntuacion Descripcion

0 Sin edema, ecotextura homogénea

Bajo nivel de edema uterino detectable

Moderada cantidad de edema, principalmente en cuerpo uterino

1

2

3 Edema obvio a través de todo el Utero

4 Méaxima cantidad normal de edema en Utero, a veces poca cantidad de
fluido libre en lumen, mayor edema en cuerpo uterino

5 Edema uterino anormal , irregular y desorganizado

4.3.3 Cuantificacion de los niveles séricos de P4

A cada yegua inseminada se le tomaron muestras de sangre por medio de puncion de la vena
yugular con el sistema de vacutainer® en tubos sin anticoagulante cada 72 horas desde el dia 0
hasta el dia 39 postovulacion en yeguas gestantes (dia 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18,21, 24, 27, 30, 33, 36,
39). La muestra obtenida se centrifugd (3000 r.p.m. durante 15 minutos) con el fin de separar el
suero sanguineo gque fue almacenado en viales plasticos para su posterior congelacion a —20 °C.
La cuantificacion de los niveles de P4 se realiz6 por la técnica de RIA con el kit comercial Coat-A-

Count Progesterona® (Siemens, USA), con una especificidad de 0,02 ng/ml.

4.3.4 Diseino estadistico

Se aplicé la estadistica descriptiva con valores de promedio y desviacion estandar (DE) para

todos los parametros a evaluar.

4.4 Resultados

Todas las yeguas fueron inseminadas artificialmente en el momento mas cercano a la
ovulacion; en el 62,5 % (15/24) de las yeguas se realizd la IA solamente una vez, en el 33,3 %
(8/24) se repitio la IA 48 horas después y en el 4,1 % (1/24) fue necesario repetir la IA 72 horas
después; hasta el momento que se detecto la ovulacion.

El diagnéstico de prefiez se hizo por primera vez mediante ultrasonografia, el dia 10,4 + 0,8
(promedio £ desviacién estandar) con un rango de 9 a 12 dias; la mayoria de diagnosticos se
realizaron el dia 11 postovulacion (41,6%; 10/24 yeguas). De las 24 yeguas inseminadas

artificialmente, en el 100% se realizé diagndstico de prefiez simple.
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4.4.1 Caracteristicas de la vesicula embrionaria

La curva de crecimiento de la vesicula embrionaria se observa en la figura 4-1. Su tasa de
crecimiento entre los dias 9 y 18 de la gestacion fue 2,7 + 1,4 (0,4 — 4,7 mm/dia), entre el dia
19y 28,045 £ 0,4 (-0,4 — 1,0 mm/dia) y del 29 al 40, 2,08 + 1,0 (-0,3 — 3,7 mm/dia). El
didmetro de la vesicula embrionaria el primer dia de observacion fue 4,8 £ 1,7 mm con un
rango de 2,4 a 10,1 mm; el promedio del diametro durante el periodo embrionario de la
gestacion fue de 30,8 + 13,3 con un rango de 4,1 a 55,5 mm.

El 50% (12/24 yeguas) de los conceptus se ubicaron en el cuerpo uterino el primer dia, 45,8%
en la base uterina y 4,17% en el cuemno izquierdo. Durante los primeros dias su ubicacion
cambié constantemente; la fijacion del conceptus ocurri6 el dia 16,8 + 1,5 con un rango de 13 a
19 dias. Después de ella, en el 66,6% (16/24 yeguas) la vesicula embrionaria se localizé en la
union utero cornual derecha y en el 33,3% (8/24 yeguas) en la unién Gtero cornual izquierda.

En el 79,1 % (19/24 yeguas) se ubico en la union Gtero cornual ipsilateral al CL primario.

Figura 4-1: Diametro promedio de la vesicula embrionaria durante los primeros 40 dias de la
gestacion en yeguas criollas colombianas (n=24).
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La vesicula embrionaria se observd de forma esférica, ovalada, triangular e irregular durante
los primeros 40 dias de la gestacion. En el 100% de los animales tenia forma esférica desde la
primera visualizacién hasta el dia 14 y en el 50% de las yeguas hasta el dia 16 postovulacion.

Entre los dias 16 a 24 de la gestacion (promedio 17,7 + 1,8) tomo forma triangular y forma
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irregular el dia 26,7 + 3,6 (20 — 36); a partir de ese momento se observé de forma irregular en

el 100% de las yeguas (Figura 4-2).

El embrién pudo verse por primera vez dentro de su vesicula, entre los 18 y 24 dias de la
gestacion (20,8 + 1,7); inicialmente se encontré ubicado en la parte ventral de la vesicula y
permaneci6 asi por 6,8 + 1,8 dias (rango de 3 a 10 dias), el embrién fue ascendiendo y se
ubicé en la parte media de la vesicula el dia 27,7 + 2,0 (24 - 33) hasta ubicarse finalmente en la
parte dorsal el dia 35,3 £ 2,5 (30 — 40). En 3 yeguas (12,5 %) el embrién no ascendi6 hasta la
parte dorsal de la vesicula durante los primeros 40 dias de la gestacion, permaneciendo en la
parte media. Se encontraron 2 yeguas (8,3%) en las cuales el embrion después de alcanzar la
ubicacion dorsal, descendi6 hacia la parte media y ventral de la vesicula durante los dias 38 y
40 de la gestacion. La tasa de crecimiento del embrién fue de 0,87 = 0,16 con un rango de 0,4
a 1,3 mm/dia y el tamafio promedio del embrién fue de 12,7 £ 6,0 mm con un rango de 4,2 a
22,4 mm (Figura 4-3).

La presencia de latido cardiaco del embrion se detecto desde el dia 23,9 + 1,3 con un rango de
21y 26 dias en la totalidad de las yeguas. Durante el estudio realizado en las yeguas gestantes,
no se detectaron pérdidas gestacionales tempranas, el 100% de los embriones detectados

tuvieron un crecimiento y desarrollo normal hasta el dia 40 de la gestacion (Figura 4-4).

Figura 4-2: Cambio en la forma de la vesicula embrionaria durante los primeros 40 dias de la

gestacion en yeguas criollas colombianas (n=24). Nétese la gran variacion en la forma.
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Figura 4-3. Diametro promedio del embrién durante los primeros 40 dias de la gestacion
en yeguas criollas colombianas (n=24).
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4.4.2 Ubicacion y diametro del cuerpo luteo

La ubicacién del CL en las yeguas fue del 62,5% (15/24) en el ovario derecho y 33,3%
(8/24) en el ovario izquierdo. Se encontrd6 una yegua (4,1%) con ovulacion doble
asincrénica con un dia de diferencia entre las dos ovulaciones, la cual desarroll6 un solo
embrion posteriormente. El diametro del CL durante los primeros 40 dias de gestacion
fue de 20,5 = 2,3 mm con un rango de 18,3 a 28, 6 mm y alcanz6 su maximo diametro el
dia 3 postovulacién (28,6 + 6,6, rango 18,5 — 47,1mm). Solamente se alcanz6 a observar
un CL accesorio en 3 yeguas (12,5%) a partir del dia 32, 37 y 38 de la prefiez
respectivamente y el didmetro inicial fue de 20,06 = 1,1 con un rango de 18,7 a 20,8 mm,;
el diametro promedio del CL accesorio durante los dias observados fue 18,9 + 2,2 con un
rango de 16,1 a 22,4 mm. Solamente en una de estas yeguas, el CL accesorio tuvo una
ubicacién ipsilateral al CL primario. En la figura 4-5 se pueden observar los valores
obtenidos para el diametro del CL y la formacién del CL accesorio.
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Figura 4-4: Imagen ultrasonogréfica de la vesicula embrionaria y del embrion durante la
gestacion temprana en yeguas criollas colombianas. (A) Vesicula embrionaria observada
el dia 9 postovulaciéon (4,1 mm de didmetro). (B, C) vesicula embrionaria entre los dias
17 y 22, cambia su forma circular a triangular (D) vesicula de forma irregular y embrién
en la parte ventral, dia 21. (E) embridon ubicado en la parte media de la vesicula, se
observa la alantoides (linea punteada) y el saco vitelino (flecha), dia 27. (F) embrion

hacia la parte dorsal de la vesicula, dia 32.
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Figura 4-5: Diametro promedio del cuerpo liteo primario (n=24) y del cuerpo luteo
accesorio (n=3) durante los primeros 40 dias de la gestacibn en yeguas criollas
colombianas.
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4.4.3 Diametro y edema uterino durante la gestacion

El edema uterino predominante en las yeguas fue clasificado como de grado cero (0). El
dia de la ovulacion (dia 0) se encontraron 2 yeguas con edema grado 2 y una yegua con
edema grado 1 y 3, el cual desapareci6 durante los dias posteriores. Los valores
promedio del diametro de la base del Gtero, del cuerpo uterino y del cuerno uterino
(derecho e izquierdo) durante el periodo embrionario de la gestacion se observan en la
tabla 4-2.



84 Caracteristicas del ciclo estral, desarrollo embrionario y determinacion de la
tasa de prefiez en yeguas criollas colombianas

Tabla 4-2: Diametro + desviacion estandar del diametro de la base, del cuerpo y de los

cuernos del Gtero en yeguas gestantes desde el dia 0 hasta el dia 15 postovulacion.

Diametro (mm) en diferentes puntos del Gtero en

yeguas gestantes

Base del Gtero 34,9 +1,0mm
Cuerpo del atero 22,7 +0,8 mm
Cuerno uterino derecho 249 +1,0 mm
Cuerno uterino izquierdo 24,2 + 0,4 mm

4.4.4 Cuantificacion de los niveles séricos de progesterona

durante el periodo embrionario de la gestacion

La méxima concentracion de P4 se alcanzé el dia 6 postovulacion y fue de 13,5 + 4,6
ng/ml (6,0 — 22,9) (Figura 4-6). Los niveles de P4 desde el dia O hasta el dia 15
postovulacion fueron de 8,5 + 4,3 con un rango de 0,6 a 13,4 ng/ml (Figura 4-6). Hacia el
dia 15 se encontraron niveles de P4 de 7,9 + 3,2 ng/ml (3,5 — 18,9) posteriormente estos
valores permanecieron por encima de 5 ng/ml y se observd un incremento en la
concentracion de P4 relacionado con la aparicion de los CL accesorios en algunas

yeguas. El coeficiente de variacién intraensayo fue de 2,09 %.
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Figura 4-6: Niveles de progesterona sérica y diametro del cuerpo liteo en yeguas

gestantes durante los primeros 40 dias de la gestacion (n=24).
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4.5 Discusion

La vesicula embrionaria puede ser detectada por medio de ultrasonido transrectal, con un
transductor de 5 MHz, desde el dia nueve (9%, 7/76 animales) con un tamafio de 3 a 5
mm de didmetro, al 11 postovulacion (98%, 75/76 animales) en yeguas de la raza Cuarto
de Milla y ponis con un diametro promedio de la vesicula de 6,7 mm (Cuervo-Arango et
al, 2009; Ginther 1995); estos datos concuerdan con lo encontrado en este estudio dado
gue el diagndstico de prefiez se realizd desde el dia 9 postovulaciéon con un diametro de
la vesicula embrionaria de 4,1 £ 1,3 mm en 16,6% de las yeguas (4/24). La mayoria de
diagnésticos de prefez se realizaron el dia 11 postovulaciéon (41,6%) cuando se hallé una

vesicula de 6,5 + 2,1 mm de diametro.

En el presente estudio el conceptus tuvo un tamafio promedio de 18,4 £+ 3,5y 251+ 34
mm para el dia 14 y 16 postovulacion, respectivamente; lo cual coincide con lo descrito
por otros autores para el dia 14 post-ovulacion, quienes reportaron valores de 14 a 18
mm y para el dia 16, de 22 a 24 mm (Cuervo-Arango et al 2009; Ferraz et al 2001;

Ginther 1998; Ginther 1995; Ley et al 1988). Las vesiculas embrionarias de tamafios
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menores con relacion a la edad gestacional son susceptibles de presentar muerte
embrionaria y por esto se debe monitorear de forma continua los embriones de poco
tamafio (Vanderwall et al 2000; Papa et al 1998; Ginther et al 1985). La importancia de
determinar el diametro de los conceptus radica en que solamente el 21% de las vesiculas
embrionarias de menor tamafio para la edad gestacional resultan en desarrollo de una
prefiez simple normal. El 70% de las vesiculas de mayor tamafio al reportado para la
edad gestacional terminan en la formacién de una prefiez simple normal, el 13% en
gestaciones gemelares y el 17% en fallas de la prefiez (Ley et al 1988). Con base en lo
planteado, se puede inferir que el desarrollo embrionario de las yeguas prefiadas en el

presente estudio fue normal.

En este estudio no se encontré asociacion entre la edad de las yeguas y el diametro de la
vesicula embrionaria, al igual que en otros reportes donde no se pudo demostrar la
relacion de la edad de la madre con el tamafio de la vesicula embrionaria (Davies Morel
et al 2005). Sin embargo, se ha encontrado que las yeguas con mayor edad tienden a

presentar conceptus mas pequefios (Ginther et al 1985).

Dentro del Gtero, el conceptus presentd una fase de crecimiento rapida en la cual, el
didmetro de la vesicula embrionaria increment6 gradualmente entre el dia 12 y 16
postovulacién, posteriormente no se detectd, morfométricamente, un aumento en su
crecimiento entre el dia 17 y 29 y después tuvo un crecimiento lineal hasta el dia 40 de la
gestacion; estos hallazgos coinciden con el patrén de crecimiento reportado para la
vesicula embrionaria en yeguas Pura sangre inglés (PSl) y de la raza conocida como el
Caballo de silla americano (Ferraz et al 2001; Allen 2000; Gastal et al 1996; Ginther
1995; Ley et al 1988). A pesar de esta similitud en la curva de crecimiento del conceptus
son necesarios mas estudios para establecer diferencias en el crecimiento del conceptus

entre las yeguas CC y yeguas de razas con mayor tamafio corporal.

Coincidente con lo hallado en otros estudios (Ginther 1995), se observé que la vesicula
embrionaria cambié de forma durante su desarrollo, tomando apariencia esférica,
ovalada, triangular e irregular, lo cual demuestra su progreso normal. Inicialmente el
conceptus se encontrd de forma esférica, presenté un aumento de tamafio progresivo, se
desplaz6 constantemente a través del Utero y permanecié de esta forma hasta el dia 14

postovulacion en el 100% de las yeguas. En el presente estudio la fijacién ocurri6 el dia
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16,8 + 1,5 post-ovulaciéon, cuando hay incremento subito en el tono miometrial que
inmoviliza el conceptus y asi lo fija en el sitio de la posible implantacién en la base de uno
de los cuernos uterinos (Stout y Allen 2001; Ginther 1983a; 1983b); en la literatura se
reporta que la fijacion ocurre el dia 17 postovulacion (Allen 2000) y en un estudio
realizado en yeguas PSI ubicadas en Brasil (Ferraz et al 2001), se encontré la fijacion del
embrién hacia el dia 18 con lo cual se puede concluir que el momento de la fijacion en las
yeguas CC es similar al reportado en la literatura y un poco mas temprano que en las
yeguas PSI. También se evidencié un lugar preferencial de ubicacién del embrion en el
Gtero, dado que el 66,6% de los conceptus su ubicaron en la unién utero cornual
derecha; en equinos se describe que la fijacion del embrién ocurre en la porcién caudal
de alguno de los cuernos y cambia de lado después de cada parto. Se ha reportado que
no hay concordancia entre el lado donde ocurre la ovulacion y el sitio de fijacion del
conceptus, y el embrion se fija en el cuerno que presenta un mayor grado de involucién
después del parto previo (Ginther 1998). En el presente estudio se observd que a medida
gue el embrién crecia, disminuia el dimetro del cuerno uterino gestante y se encontrd
una predileccion del embrién para fijarse en el cuerno derecho y la mayoria ipsilateral al
ovario donde se encontro el CL (79,1%); lo cual no concuerda con lo descrito por algunos
autores (Ginther 1998). La fijaciébn del conceptus a la pared uterina posiblemente
depende de los niveles sanguineos de E2 y de P4 y esta determinada por un aumento
del tono uterino y del tamafio del embrién, y por una disminucién del diametro uterino
(Ginther 1998). En los bovinos y ovinos con prefieces simples se encontré que en la
mitad posterior del cuerno uterino ispsilateral al CL, hay un mayor desarrollo vascular del
endometrio y es un sitio prefrencial de ubicacién de los embriones (Escobar y Hernandez
1996; Gaviria y Hernandez 1994).

El didmetro de la vesicula embrionaria aumenta progresivamente hasta el dia de la
fijacion, dia 15 en hembras de la raza pony y dia 17 en yeguas (Gastal et al 1996).
Posteriormente a la fijacion, el embrién cambid su forma esférica a triangular, la cual fue
la predominante desde el dia 17 hasta el dia 21 postovulacion en el 62% de los casos
analizados en este estudio. Este cambio de forma sumado a la pausa en su tasa de
crecimiento es atribuible al aumento del tono uterino y al engrosamiento de la pared
uterina dorsal (Ginther 1998). Después de este periodo de crecimiento constante el

conceptus tuvo forma irregular y mantuvo asi, a partir del dia 26 en la mayoria de los
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casos; desde el dia 29 aumentd nuevamente su tasa de crecimiento. La forma irregular
del conceptus es normal y no es indicativa de pérdida de prefiez. Este cambio en la
forma de la vesicula embrionaria, observada en el presente trabajo, es similar al descrito
por diferentes autores (Pycock 2007; Ginther 1998; Gastal et al 1996; Ginther 1995).

El embrién en su vesicula fue visible, en el 25% de las yeguas, el dia 21 y en promedio
el dia 20,8 £ 1,7 postovulacién, como una estructura ecogénica de forma ovalada situada
en la parte ventral de la vesicula embrionaria y al dia 24 se observo en la totalidad de las
yeguas de este estudio. Este hallazgo coincide con los reportes de la literatura, e indica
el desarrollo normal y adecuado de la gestacion en el presente estudio; teniendo en
cuenta que se ha descrito que cuando no se encuentra embridon hacia el dia 24 de la
gestacion se puede presumir que la prefiez no es viable (Pycock 2007; Ginther 1995).
Hacia el dia 28 de la gestacion, el 62% de los embriones se ubicaron en la parte media
de la vesicula y se observo el desarrollo de la alantoides, el cual junto con el saco vitelino
formaron una linea horizontal visualizada por medio de ultrasonografia; hacia el dia 30 de
la gestacion esta linea se podria encontrar en posicion vertical sin representar una futura
pérdida gestacional (Pycock 2007). ElI embridon se desplaz6é progresivamente hacia la
parte dorsal y en mas de la mitad de las yeguas se encontré en esta ubicacion el dia 36
de la gestacion y en el 79% hacia el dia 40; en este momento también comienza a
desaparecer el saco vitelino. Hubo dos embriones que después de alcanzar la posicién
dorsal descendieron nuevamente a posicion medial y ventral el dia 40 de la gestacion.
Aunque no hay reportes que relacionen el descenso del embrion antes de tiempo con
pérdidas gestacionales, si se reporté que el feto desciende hacia la parte ventral del
amnios hacia el dia 50 de la gestacién (Pycock 2007; Ginther 1995). Esto puede tener
importancia en la viabilidad de la prefiez, ya que el lapso transcurrido entre los dias 40 y
50 de la gestacién, es critico para el establecimiento de la placenta y del cordén
umbilical, y un mal desarrollo de éstos podria terminar en fallas de la gestacion o

defectos en el desarrollo del feto.

En el presente estudio el latido cardiaco se detectd por primera vez entre los dias 21y 26
postovulacion, antes que lo hallado en otro estudio donde lo reportan entre los dias 24 y
25 (Vanderwall et al 2000), como un movimiento ritmico en la parte media del embrion.

Es importante detectar el latido cardiaco para determinar si el embrién presente es viable
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y para evitar confundir la vesicula embrionaria con un quiste endometrial o0 acumulacion

de fluido cuando la vesicula tiene forma irregular.

Se ha descrito que los indicadores ultrasonograficos de pérdida embrionaria son la
anormalidad en la fijacion, la presencia de un anillo ecogénico flotando en un fluido, area
ecogénica en la zona del embrion muerto, ausencia de latido cardiaco y disminucion
gradual de fluidos de la placenta con desorganizacion de las membranas placentarias
(Ginther et al 1985); en estados mas tempranos (dia 11 a 15), en un gran porcentaje de
casos de pérdidas embrionarias no se evidencian signos o indicadores, aunque en
algunos casos se puede observar la vesicula flotando en una acumulacion de fluidos

(Ginther et al 1985). Ninguno de estos indicadores se evidencid en este estudio.

La mayoria de las ovulaciones en las yeguas prefiadas se encontraron en el ovario
derecho (62,5%), lo cual coincide con la ubicacién definitiva preferencial del embrién en
la unién utero cornual derecha (66,6%). Se presenté un caso de ovulacién multiple el cual
desarrollé una prefiez simple. Se ha reportado que solamente el 25,2% de los casos de

doble ovulacion terminan en prefiez multiple (Davies Morel et al 2005).

Durante el ciclo estral y la gestacion, los niveles séricos de P4 pueden ser usados para
monitorear el crecimiento, mantenimiento y regresion del CL; y para confirmar una
posible prefiez (Amer et al 2008); sin embargo, segun lo encontrado en el presente
estudio, no hay grandes variaciones en los niveles de P4 a partir del dia 12 postovulacion
ni en el didmetro del CL, por lo tanto es posible que estos aspectos no tengan un valor
diagnéstico sobre el mantenimiento de la gestacion. Los niveles de P4 encontrados en
este estudio corresponden a los reportados en la literatura para otras razas de yeguas
(Ferraz et al 2001; Papa et al 1998); aunque en otros estudios realizados en yeguas de
raza Arabe se encontraron valores de P4 sérica mas bajos comparados con los del
presente trabajo. Sin embargo se debe tener en cuenta que la P4 es producida por el CL
y en diferentes estudios se ha demostrado que el nivel minimo de P4 para mantener la
gestacion debe ser mayor o igual a 4 ng/ml (McKinnon y Pycock, 2007); también se han
encontrado niveles de P4 entre 4 y 9 ng/ml del quinto y décimo dia postovulacién, asi
como diferencias en las concentraciones de P4 de yeguas gestantes y no gestantes, que

confirman la importancia de la P4 en el mantenimiento de la gestacion en yeguas
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(Sevinga et al. 1999; Allen y Hadley, 1974). A pesar de esto, también se ha descrito que
algunas yeguas gestantes pueden presentar niveles bajos de P4 y continuar sin
problemas la gestacion (McKinnon y Pycock, 2007); por lo tanto la insuficiencia de P4 no
puede basarse en una sola muestra de sangre y demuestra la importancia de hacer un
seguimiento a los niveles de P4 de una manera continua en yeguas que han presentado

pérdidas gestacionales previas.

Los niveles séricos de P4 aumentaron progresivamente hasta el dia 6 post-ovulacion,
cuando alcanzaron su mayor concentracion, y comenzaron a disminuir paulatinamente
hasta el dia 30 de la prefiez; después de esto se observd nuevamente un incremento en
los niveles de P4 hasta el dia 40, lo cual se relaciona con la aparicién del CL accesorio.
Este fue detectado solamente en tres de las yeguas prefiadas, en promedio hacia el dia
35,6 de la gestacion y se puede inferir que en estas yeguas se habia iniciado la secrecién
de la gonadotropina corionica equina (eCG), la cual tiene una funcion similar a la LH y

permite la formacion de cuerpos liteos accesorios (Allen 2001).

4.6 Conclusiones

En este estudio sobre la gestacién temprana; el cual es el primero realizado en yeguas
CC, por medio de ultrasonografia, se analiz6 la aparicién de la vesicula embrionaria, su
tasa de crecimiento y desarrollo; ademas se analizaron los niveles de P4 sérica y el
diametro del CL.

Se debe medir la vesicula embrionaria desde el momento en que se observa por primera
vez y en las siguientes revisiones, ya que ésta debe crecer progresivamente entre una
revision y otra; cuando esto no ocurre, es posible que la yegua presente mortalidad

embrionaria.

El diagnéstico de prefiez se puede realizar entre el dia 9 y 12 postovulacién, teniendo en
cuenta que se deben hacer chequeos frecuentes para confirmar el crecimiento de la
vesicula y evitar confusiones con quistes endometriales. La mitad de las vesiculas

embrionarias se encuentran en el cuerpo uterino al momento del diagndstico de prefiez.
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La tasa de crecimiento de la vesicula embrionaria es mas alta durante los primeros 18
dias de la gestacion y cambia constantemente de ubicacion dentro del Gtero hasta el

momento de la fijacién entre los dias 13 y 19 postovulacién.

Entre los dias 18 y 24 postovulacidn es posible observar el embrion en el aspecto ventral
de la vesicula embrionaria; el embrion debe ascender de forma paulatina hacia la parte

media y finalmente hacia la parte dorsal dentro del amnios.

El latido cardiaco del embrién se puede detectar entre el dia 21 y 26 postovulacion y es

un confiable indicador de viabilidad embrionaria.

Los parametros de mayor importancia en el diagndstico y seguimiento de la gestacion en
la yegua por medio de ultrasonido, son el latido cardiaco, el crecimiento y la ubicacion del
embrion dentro de la vesicula. No asi, la medicion de los niveles séricos de P4 y del
diametro del CL; dado que no hay cambios relevantes y tanto la concentracion de P4
como el tamafio del CL permanecen relativamente constantes y sin variaciones notorias,

posterior al dia 12 postovulacion y hasta el dia 40 de la gestacion.

El uso del ultrasonido es util para realizar el diagnéstico de prefiez e imprescindible para
hacer el seguimiento de la gestacién temprana porque permite monitorear el crecimiento
y la viabilidad de la vesicula embrionaria durante este periodo critico de la prefiez.
Aunque el ultrasonido puede ayudar a estimar la edad gestacional, lo mas conveniente
es conocer la fecha de la ovulacién para evitar discrepancias entre lo encontrado y los
valores de referencia reportados en la literatura en cuanto al desarrollo de la vesicula

embrionaria.
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5.Progesterona, diametro del cuerpo luteo y
caracteristicas del utero en yeguas
gestant3es y no gestantes

5.1 Resumen

Se utilizaron 30 yeguas de la raza criolla colombiana (CC) de 4 a 14 afios de edad,
ubicadas en Pereira (Colombia), a 1.411 metros sobre el nivel del mar, temperatura
promedio 21.8 °C y humedad relativa de 75 %. Cada yegua se inseminé artificialmente,
en el momento mas cercano a la ovulacion. Se cuantificaron los niveles séricos de P4 por
la técnica de radioinmunoanalisis de fase sélida (RIA) y se evalué el diametro del cuerpo
lateo (CL), cuerpo uterino, de la base uterina, de los cuernos y la presencia de edema
uterino por ultrasonografia; desde el momento de la ovulacion hasta el dia 15. Los datos
fueron analizados usando estadistica descriptiva, andlisis de varianza, con valores
promedio y desviacién estandar (DE). La tasa de prefiez fue de 80%; es decir que en el
20% de las yeguas (6/30) no se detectd ningun conceptus hacia el dia 15 postovulacion y
presentaron calor pocos dias después. No se encontraron diferencias significativas
(p>0,05) en la edad de las yeguas prefiadas y las vacias en relacién con la tasa de
prefiez. No se encontraron diferencias significativas (p>0,05) entre el diAmetro del CL de
las yeguas que se confirmaron prefiadas y las que no, durante los primeros 15 dias
postovulacién. No se encontraron diferencias significativas (p>0,05) en los niveles séricos
de P4 de las yeguas prefiadas y no prefiadas durante los primeros 15 dias postovulacion.

Palabras clave: progesterona, cuerpo lateo, yeguas criollas colombianas.

Abstract

Thirty Colombia, criollo mares (4 to 14 years old) were used in this study maintained in

Pereira (Colombia), at 1.411 m above sea level, with an average temperature of 21.8 °C
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and relative humidity of 75%. Each mare was artificially inseminated at a time close to
ovulation. Blood samples were taken every 72 hours to measure progesterone (P4)
serum levels using a standard solid phase radioimmunoassay technique. The diameter of
the corpus luteum (CL), uterine body, base of uterine horns were assessed. Uterine
edema was evaluated from ovulation until day 15. Data were analyzed by ANOVA,
descriptive statistics, with mean values and standard deviations (SD). The pregnancy rate
was 80%. There were no significant age differences (p>0,05) between preghant and non-
pregnant mares. There were no significant differences (p>0,05) between the diameter of
the CL of non-pregnant as compared to pregnant ones during the first 15 days post-
ovulation. There were no significant differences (p >0,05) in P4 levels of non-pregnant

and pregnant mares during the first 15 days post-ovulation.

Keywaords: progesterone, corpus luteum, Colombian criollo mares.

5.2 Introduccidn

Durante las primeras cuatro semanas ocurre la mayor cantidad de pérdidas embrionarias
(Sharp 2000; Papa et al. 1998; Meyers et al. 1991), siendo éste un periodo critico en las
yeguas. La mortalidad embrionaria (ME) hace referencia a las pérdidas que ocurren
desde el momento de la fertilizacién hasta el dia 40 de la gestacion (Madill 2002). Segun
una revision de Kanitz et al. (2007) la incidencia de este evento es del 6,5 al 15%; se
estim6 que una alta proporcion (32%) de pérdidas gestacionales en la yegua puede
ocurrir entre los dias 12 y 39 después de la ovulacion y disminuye a medida que avanza
la gestacion (Meyers et al. 1991); en los estudios hechos con ultrasonografia, es
frecuente en casos de ME, ver un conceptus bien desarrollado y aparentemente normal,
pero rodeado por un endometrio edematoso (Allen 2000). Otros autores reportan
disminucion del diametro del cuerpo liteo en yeguas no prefiadas desde el dia 1 hasta el
dia 9 a diferencia de las yeguas gestantes, en las cuales también se encontraron
concentraciones de P4 mas altas. De igual forma, la edad y la madurez reproductiva de
la hembra son factores importantes para el desarrollo de la gestacion; al comparar
grupos de yeguas de tres afios con yeguas mayores de tres afios se observd que estas

tltimas tienen tasas de prefiez mas altas (73% vs 57%) (Sevinga et al. 1999).
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En Colombia hay genotipos equinos de importancia social y econémica, como la raza
criolla colombia (CC), acerca de la cual no hay estudios sistematicos que evalien los
primeros estadios de la gestacion y en particular lo relacionado con el papel que puede
jugar los niveles de progesterona en el éxito de la gestacion. Asi mismo, no hay

informacién sobre la ocurrencia de ME.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la tasa de prefiez y comparar los niveles de
progesterona plasmética y las caracteristicas ultrasonograficas y uterinas entre yeguas gestantes y

no gestantes durante los primeros 15 dias postovulacion en yeguas criollas colombianas.

5.3 Materiales y métodos

Se utilizaron 30 yeguas de la raza CC ubicadas en diferentes zonas rurales del municipio
de Pereira (Risaralda), a una altura de 1.411 msnm, 4°49' de latitud norte y 75°42' de longitud
oeste; temperatura promedio de 21.8°C, humedad relativa de 75%, precipitacion media de
2.210 mm/afio y un promedio de brillo solar diario de 13 horas (Ildeam 2005). Lo anterior

corresponde al llamado piso térmico templado colombiano (Ideam 2001).

La edad de los animales oscilé entre cuatro y 14 afios, distribuidos asi: entre los 4 a 7 afios
(n=17), de 8 a 11 afios (n=10) y de 12 a 14 afos (n=3). El peso corporal estuvo entre 320 y
400 Kg y con una buena condicion corporal (en promedio 6/9). Todos los animales
permanecian estabulados, con una dieta de pasto de corte King grass (Pennisetum
purpureum), el cual se suministré a voluntad, 4 kg de concentrado al dia (12-15% nivel de
proteina) y sal a voluntad. Las yeguas incluidas en el estudio se hallaban en buenas
condiciones de salud y sin ninguna anormalidad reproductiva, lo cual fue determinado por
medio de la inspeccién visual de los 6rganos reproductivos externos, palpacién rectal y

ultrasonografia del tracto reproductivo.

La evaluacion secuencial del tracto reproductivo se realizd con un ecégrafo Honda
electronics modelo HS 1500V (Aichi, Japén), equipado con un transductor rectal lineal
multifrecuencia de 10, 7.5 y 5 MHz modelo HLV-375M y capacidad de almacenamiento de
60 iméagenes. El seguimiento de la vesicula embrionaria se llevé a cabo con 5 MHz y las

otras variables con 7.5 Mhz.
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Se realiz6 inseminacion artificial (IA) de cada una de las yeguas en el momento mas cercano
a la ovulacion, cuando se encontrd, por ultrasonografia, un foliculo con caracteristicas
preovulatorias y un edema uterino grado dos a tres; se us6 semen refrigerado para la 1A
procedente de diferentes garafiones a una dosis de 500 millones de espermatozoides
motiles progresivos. La inseminacion se repitio 48 horas después cuando fue necesario. Los
casos donde no se encontr0 una vesicula embrionaria al dia 15 postovulacion, fueron

reconocidos como ausencia de prefiez.

Después de detectar la ovulacion (dia cero) se midié el diametro del cuerpo lGteo cada tercer
dia hasta el dia 9 postovulaciéon y a partir de ese momento, diariamente hasta el dia 15
postovulacién, durante este lapso también se evalud el diametro del cuerpo del Utero, de la
base del Utero y del cuerno, y la presencia de edema uterino; para cuantificar estos datos se
utilizé un sistema de puntuacion subjetiva para edema endometrial (Pycock 2007; Tabla 5-1).
El diagndstico de prefiez se realiz6 en el momento que se visualizé una vesicula embrionaria

por medio de ecografia.

En las yeguas inseminadas se tomaron muestras de sangre por medio de puncién de la vena
yugular con el sistema de vacutainer® cada 72 horas desde el dia 0 hasta el dia 15
postovulacién. La muestra obtenida se centrifugé (3000 r.p.m. durante 15 minutos) con el fin
de separar el suero sanguineo que fue almacenado en viales plasticos para su posterior
congelacion a —20 °C. La cuantificacion de los niveles de P4 se realizo por la técnica de RIA
con el kit comercial Coat-A-Count Progesterona® (Siemens, Los Angeles, CA, USA), con

una especificidad de 0,02 ng/ml.

Tabla 5-1: Sistema de puntuacion subjetiva para edema endometrial en la yegua
(Tomado de Pycock 2007).

Puntuacion Descripcion
0 Sin edema, ecotextura homogénea
1 Bajo nivel de edema uterino detectable
2 Moderada cantidad de edema, principalmente en cuerpo uterino
3 Edema obvio a través de todo el Gtero
4 Maxima cantidad normal de edema en utero, a veces poca cantidad de
fluido libre en lumen, mayor edema en cuerpo uterino
5 Edema uterino anormal , irregular y desorganizado
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5.3.1 Analisis estadistico

Se aplic6 la estadistica descriptiva con valores de promedio y desviacion estandar (DE)
para todos los pardmetros a evaluar. Se realizd andlisis de varianza (ANOVA) para
establecer diferencias entre la edad de las yeguas gestantes y no gestantes; entre el
diametro del CL, del cuerpo uterino, de la base del Utero y del cuerno uterino (derecho e
izquierdo) en yeguas gestantes y no gestantes durante los primeros 15 dias
postovulacion y entre los niveles de P4 entre yeguas gestantes y no gestantes.

La tasa de prefiez se estimo de la siguiente manera:

« Tasa de prefiez = numero de yeguas prefiadas/ nimero de yeguas servidas x 100

5.4 Resultados

Todas las yeguas fueron inseminadas artificialmente en el momento més cercano a la
ovulacion; en el 60 % (18/30) de las yeguas se realizd la IA solamente una vez, en el
36,6 % (11/30) se repitié la IA 48 horas después y en el 3,3 % (1/30) fue necesario repetir
la IA 72 horas después; hasta el momento que se detecté la ovulacion. La tasa de prefiez
en este estudio fue de 80%; esto quiere decir que de las 30 yeguas inseminadas,
qguedaron prefiadas 24. En el 20% de las yeguas restantes (6/30) no se detectd prefiez.
De las seis yeguas que no quedaron prefiadas, tres fueron inseminadas una vez y
ovularon; en las otras fue necesario realizar la IA nuevamente, 48 horas después, hasta
gue se presentd la ovulaciéon; en estas yeguas no se detecté ningln conceptus hacia el

dia 15 postovulacion y regresaron al calor dias después.

Las yeguas que retornaron al calor estaban entre los 4 y 14 afios de edad, solamente
una de ellas tenia 14 afios y todas tuvieron un ciclo estral previo de caracteristicas
normales, aunque dos de ellas presentaron acumulacion de liquido en el Gtero después
de la IA y edema uterino (grado 1 a 3) durante los 15 dias después de la inseminacion
artificial. No se encontraron diferencias significativas (p>0,05) en la edad de las yeguas
prefiadas y las no prefiadas; la edad promedio fue 7,1 + 2,6 (4 a 12 afios) y8 +3,5(4 a

14 afos) en yeguas prefiadas y no prefiadas, respectivamente (Figura 5-1).
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5.4.1 Ubicacion y diametro del cuerpo luteo

La ubicacion del CL en las yeguas prefiadas fue del 63% (15/24) en el ovario derecho y
33,3% (8/24) en el ovario izquierdo. En las yeguas no prefiadas, el CL se encontré en un
50% (3/6) en el ovario derecho y el 50% (3/6) restante en el ovario izquierdo. El didmetro
del CL en yeguas gestantes durante los primeros 40 dias de gestacion fue de 20,5 + 2,3
mm con un rango de 18,3 a 28, 6 mm y alcanzé su maximo didmetro el dia 3
postovulacion (28,6 + 6,6, rango 18,5 — 47,1mm). En las yeguas no gestantes el diametro
fue de 22,1 + 3,6 con un rango de 16,6 a 27,6 mm. No se encontraron diferencias
significativas (p>0,05) entre el diametro del CL de las yeguas que quedaron prefiadas y
las que no, durante los primeros 15 dias postovulacion. En la figura 5-2 se pueden
observar los valores obtenidos para el didmetro del CL en yeguas gestantes y no

gestantes.

Figura 5-1. Rango de edades de las yeguas usadas en el estudio; 4 a 7 afios (17n), 8 a

11 (10n), 12 a 14 (3n) y edad promedio en las yeguas gestantes y no gestantes (p>0,05).
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Figura 5-2: Diametro promedio del cuerpo liteo en yeguas prefladas durante los
primeros 40 dias de la gestacion (n=24) y en yeguas no prefladas hasta el dia 15
postovulacion (n=6).
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5.4.2 Diametro y edema uterino durante la gestacion

El edema uterino mas predominante en las yeguas prefiadas fue clasificado como de
grado cero (0), aunque el dia de la ovulacion (dia 0) se encontraron 2 yeguas con edema
grado 2 y una yegua con edema grado 1 y 3, el cual desaparecidé durante los dias
posteriores. Hubo dos yeguas no prefiadas que permanecieron con edema uterino
durante los 15 dias que fueron evaluadas; estas yeguas presentaron edema grado 1

durante los primeros 13 dias postovulacion y cambiaron a edema 2 y 3 posteriormente.

Se encontraron diferencias significativas (p<0,05) en el diAmetro del cuerpo uterino, de la
base del utero y del cuerno uterino (derecho e izquierdo) al comparar los respectivos
valores obtenidos de las yeguas gestantes con los de las no gestantes, entre el dia O y el
dia 15 postovulacién (Tabla 5-2).
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Tabla 5-2: Diametro + desviacion estandar del diametro de la base, del cuerpo y de los

cuernos del Gtero en yeguas gestantes y no gestantes desde el dia 0 hasta el dia 15

postovulacién (p< 0,05).

Yeguas prefiadas

Yeguas no prefadas

Base del Utero 349+1,0 39,1+1,6
Cuerpo del utero 22,7+0,8 24,1 +0,7
Cuerno uterino derecho 249+1,0 27,7+1.2
Cuerno uterino izquierdo 242+0,4 276+1,2

5.4.3 Cuantificacion de los niveles séricos de progesterona

La méaxima concentracion de P4 se alcanz6 el dia 6 postovulacion y fue de 13,5 + 4,6

ng/ml (6,0 — 22,9) y de 13,4 + 4,2 ng/ml (7,5 — 17,8) en yeguas gestantes y las no

gestantes, respectivamente (Figura 5-3). Los niveles de P4 en las yeguas no gestantes

desde el dia 0 hasta el dia 15 postovulacion fueron de 6,79 * 4,6 ng/ml con un rango de

0,8 a 13,3; y en las yeguas gestantes fueron de 8,5 + 4,3 con un rango de 0,6 a 13,4

ng/ml (p>0,05) (Figura 5-4). En las yeguas gestantes se encontré hacia el dia 15 niveles

de P4 de 7,9 £ 3,2 ng/ml (3,5 — 18,9). En las yeguas no gestantes el nivel de P4 el dia 15

fue 3,3 £ 3,9 con un rango de 0,07 a 12,22 ng/ml. El coeficiente de variacién intraensayo

fue de 2,09 %.
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Figura 5-3: Niveles de progesterona sérica en yeguas prefiadas durante los primeros 40

dias de la gestacion (n=24) y en yeguas no prefiadas hasta el dia 15 postovulacion (n=6).
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Figura 5-4: Niveles de progesterona sérica y diametro del cuerpo liteo en yeguas

prefiadas (YP; n=24) y en yeguas no prefiadas (YNP; n=6) hasta el dia 15 postovulacion

(p>0,05).
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5.5 Discusion

Se encontré una diferencia en el diametro en diferentes puntos del Gtero, donde se
observo en promedio un didmetro de la base, del cuerpo y de los cuernos uterinos menor
en las yeguas prefiadas que en las no prefiadas. Esto coincide con el estudio de Griffin y
Ginther (1991), quienes encontraron que el diametro de los cuernos uterinos en yeguas
no gestantes era mayor y aumentaba con el tiempo comparado con las gestantes, lo cual
se explica por el retorno al calor de las yeguas que no quedaron prefiadas y coincide con
la presencia de edema uterino caracteristico de yeguas en estro. Asi mismo, la
disminucion del didmetro en yeguas prefiadas coincide con la fijacibn del embrion
(termina el movimiento del embrién), evento en el cual ocurre un incremento en la
resistencia intraluminal, desarrollo del tono uterino y disminuciéon del diametro uterino
(Allen 2000; Griffin y Ginther 1993).

Durante el ciclo estral y la gestacion, la P4 es producida por el CL y sus metabolitos
estan en la circulacion periférica, lo cual puede ser usado para monitorear el crecimiento,
mantenimiento y regresion del cuerpo liteo; y como una herramienta para confirmar una
posible prefiez (Amer et al. 2008). En este estudio no se encontraron diferencias
significativas entre el diametro del CL de yeguas prefiadas y no prefladas durante los
primeros 15 dias postovulacion ni en los niveles séricos de P4. Esto concuerda con
estudios en los que no se hall6 relacién entre el diametro del CL y el mantenimiento de la
gestacion (Papa et al. 1998), ni diferencias entre las concentraciones de P4 de yeguas
prefiadas y yeguas con pérdida embrionaria, con lo cual, posiblemente se podria
descartar la insuficiencia luteal primaria como causa de mortalidad embrionaria en estos
casos analizados. Aunque no hay reportes de una caida drastica en los niveles de P4
sérica en yeguas que presentan mortalidad embrionaria, si se observa en estos casos
valores promedio de P4 més bajos al comparar con animales que mantienen la gestacion
(Allen y Hadley 1974).

Los niveles de P4 encontrados en este estudio corresponden a los reportados en la
literatura para otras razas de yeguas (Ferraz et al. 2001; Papa et al. 1998); aunque en
otros estudios realizados en yeguas de raza Arabe se encontraron valores de P4 sérica
mas bajos comparados con los de este estudio. Amer et al. (2008) hallaron diferencias

entre los valores de P4 de yeguas prefiadas y de las no prefiadas; en yeguas de raza
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Frisbn hubo diferencias en los niveles de P4 y el didmetro del CL el dia 8 y 9
postovulacion entre yeguas prefiadas y no prefiadas (Sevinga et al. 1999). En este ultimo

caso, podria inferirse que hubo una deficiencia luteal.

Se debe tener en cuenta que posteriormente a la ovulacion los valores de la
concentracion de P4 sérica aumentan dentro de las 24 a 36 horas y permanecen
elevados hasta el dia 14 o 15 postovulacion; en el caso de yeguas que no resultan
prefiadas los niveles de P4 disminuyen rapidamente hasta alcanzar valores bajos
similares a los del periodo de estro (Amer et al. 2008). Por esto en este caso se
encontraron valores de P4 muy similares en las yeguas prefiadas y no prefiadas durante
los primeros dias postovulacion, pero el dia 15 si se observd una diferencia en la
concentracion de P4 en las yeguas prefiadas que en las no prefiadas (7,8 + 3,4 vs. 3,3 +
4,9 ng/ml). Esta disminucién de P4 después del dia 14 postovulacion puede deberse a la

lutedlisis que tiene lugar cuando no hay presencia del embrién.

En general, las diferencias en los niveles sanguineos de P4 entre yeguas gestantes y no
gestantes deben ser mayores segun el lapso que haya transcurrido desde la muerte del
embrion y el momento en el cual se hizo la toma de la muestra correspondiente. Por lo
tanto, las diferencias (o ausencia de ellas) halladas en los dos estados reproductivos

mencionados por diferentes autores, deben analizarse en esta perspectiva.

En el presente estudio, el 20% (6/30) de las yeguas no quedaron prefiadas, lo cual se
determiné por la ausencia de vesicula embrionaria durante los primeros 15 dias
postovulacion; estos animales estaban dentro de las condiciones ideales y similares a las
otras incluidas en el estudio y no se determiné la posible causa de falla en la prefiez o
mortalidad embrionaria; aunque las yeguas que presentaron acumulacion de liquido eran
susceptibles de presentar endometritis. Se debe tener en cuenta que existen factores
intrinsecos, extrinsecos y embrionarios que pueden ser la causa de esta ME (Kanitz et al.
2007; Stout 2008). Los factores intrinsecos son de origen materno y pueden ser
trastornos hormonales o inmunolégicos, enfermedad endometrial, infecciones, edad y
lactancia (Madill 2002). Entre los factores extrinsecos se pueden incluir condiciones de
estrés, calidad nutricional, clima, calidad y procesamiento del semen; y entre los factores

embrionarios anomalias cromosdmicas (Vanderwall y Newcombe 2007). En este estudio,
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en el caso de algunas yeguas se podria atribuir a la presencia de edema uterino
postinseminacion, la cual puede deberse a endometritis postmonta, una de las
principales causas de ME en yeguas y se ha encontrado con una alta incidencia (18,2%)
entre los dias 11 a 21 postovulacion (Papa et al. 1998; Ball 1988). Esta inflamacién
ocasiona un ambiente uterino inadecuado y si la inflamacién persiste hasta el dia 5
postovulacion, momento en el cual el embrion entra al Gtero, el medioambiente uterino
puede ser incompatible con la prefiez predisponiendo a infecciébn del embribn o a
liberacion de prostaglandina F2alfa (PGF2a) por parte del endometrio afectado causando
lutedlisis (Watson 2000). Teniendo en cuenta este hallazgo seria Gtil en estudios
posteriores realizar citologia y cultivo del liquido uterino para determinar la presencia de
infecciones que puedan afectar la tasa de prefiez; y adicionalmente andlisis mas
especificos para determinar trastornos endocrinos, incompatibilidad inmunolégica y
ausencia de factores de crecimiento necesarios para el desarrollo del conceptus y para la
implantacion. Otro factor a tener en cuenta en este estudio es la calidad del semen y su
procesamiento, debido a que las yeguas fueron inseminadas con semen proveniente de

diferentes reproductores.
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6.Conclusiones y recomendaciones

6.1 Conclusiones

Se determind que la duracion del CE de un grupo de yeguas CC en la zona rural de
Pereira fue de 21,5 + 1,8 dias y del estro de 5,9 + 1,8 dias. El tamafio promedio al
momento de la ovulacion del foliculo preovulatorio fue de 44,3 £ 4,8 mm, con una tasa
de crecimiento promedio de 1,6 £ 0,4 mm/dia para el FD y de 0,67 + 0,4 mm/dia para el
FS. La tasa de crecimiento del FD disminuyé aproximadamente un dia antes que

ocurriera la ovulacion.

Aunque durante todo el CE se evidencié actividad folicular, ésta fue menor durante la
fase de diestro temprano. Se evidencié una sola onda de crecimiento folicular en todas
las yeguas analizadas, con la presencia de un FD que terminé en ovulacion. Se encontrd
qgue hay més ovulaciones por el ovario derecho que por el ovario izquierdo en los dos CE
analizados. Solamente hubo un caso de ovulacion doble en una yegua de 5 afios de
edad, la cual se presenté en un solo CE de los dos estudiados; esto puede indicar que la

yegua CC tiende a presentar ovulaciones simples comparada con otras razas.

Para aumentar la eficiencia reproductiva en un criadero o en cada animal se deben tener
en cuenta diferentes variables en conjunto como son el tamafio folicular a la ovulacion, el
edema uterino, y la disposicion de la yegua al caballo. El grado de edema uterino es
esencial para determinar el estro; ademas cuando se encuentra un foliculo de gran
tamafio y el edema alcanza un nivel maximo y disminuye dias después puede indicar que
ocurrira la ovulacién y es un momento éptimo para llevar a cabo la inseminacion artificial

0 monta natural.

Los niveles plasmaticos de P4 en la yegua CC son similares a los descritos en la

literatura en otras razas y para paises estacionales o en diferentes zonas del trépico
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colombiano. Los cambios en la estructura y morfologia del CL reflejan su desarrollo
funcional, por lo cual se considera importante evaluarlo morfologicamente para
diagnosticar posibles anormalidades, como complemento a la cuantificacién de los

niveles séricos de P4.

La variacion de los resultados en cuanto a diametro del CL y niveles séricos de P4 es
muy amplia; por esto siempre se debe recordar la individualidad en el comportamiento
reproductivo, porque existen factores genéticos, medioambientales y nutricionales que
pueden influenciar y hacer variar la fisiologia reproductiva. Por esto es importante realizar
seguimientos més detallados y continuos, llevar registros individuales para conocer las

caracteristicas fisioldgicas de cada animal.

En este estudio sobre la gestacién temprana; el cual es el primero realizado en yeguas
CC, por medio de ultrasonografia, se analiz6 la aparicion de la vesicula embrionaria, su
tasa de crecimiento y desarrollo; ademas se analizaron los niveles de P4 plasmatica y su

relacion con el CL.

Se debe medir la vesicula embrionaria desde el momento en que se observa por primera
vez y en las siguientes revisiones, ya que ésta debe crecer progresivamente entre una
revision y otra; cuando esto no ocurre, es posible que la yegua presente mortalidad
embrionaria. El diagndstico de prefiez se puede realizar entre el dia 9 y 12 postovulacién,
teniendo en cuenta que se deben hacer chequeos frecuentes para confirmar el

crecimiento de la vesicula y evitar confusiones con quistes endometriales.

Los parametros de mayor importancia en el diagndstico y seguimiento de la gestacion en
la yegua por medio de ultrasonido, son el latido cardiaco, el crecimiento y la ubicacion del
embrion dentro de la vesicula. No asi, la medicién de los niveles plasmaticos de P4 y del
diametro del CL; dado que no hay cambios relevantes y tanto la concentracién de P4
como el tamafio del CL permanecen relativamente constantes y sin variaciones notorias,
posterior al dia 12 postovulacion y hasta el dia 40 de la gestacién. La formacion de
cuerpos luteos accesorios es caracteristica durante la gestacién y deben ser evaluados,
sin embargo su aparicion ocurre en los ultimos dias del periodo embrionario y es variable

en cada yegua.
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En este estudio no se encontrd relacién entre el diametro del CL y el mantenimiento de la
gestacion ni diferencias entre las concentraciones de P4 de las yeguas prefiadas y las

yeguas que no quedaron prefiadas.

6.2 Recomendaciones

La variacion de los resultados entre los animales es muy amplia, por esto siempre se
debe recordar la individualidad en el comportamiento reproductivo de cada animal.
Siempre se debe tener en cuenta que existen factores de cada individuo, genéticos,
medioambientales y nutricionales que pueden influenciar y hacer variar la fisiologia
reproductiva. Por esto es importante realizar seguimientos mas detallados y continuos,
llevar registros individuales que permiten conocer el comportamiento de cada animal y

poder determinar la duracion individual del CE en cada animal.

Es necesario realizar mas estudios en yeguas criollas colombianas en diferentes
condiciones medioambientales para establecer los factores que podrian afectar el
funcionamiento reproductivo de cada una de las yeguas; ademas seria importante
evaluar otras hormonas involucradas durante el CE y estimar el area que ocupan las
células del CL, los receptores para LH en las mismas y posibles correlaciones con el
peso y diametro del CL. Los valores aqui reportados pueden ser el punto de partida para
el establecimiento de valores de referencia de utilidad clinica. También en una futura
investigacion seria interesante observar si hay correlacion del flujo sanguineo del CL,

midiendo con ultrasonografia Doppler, con los niveles séricos de P4.

El uso del ultrasonido es imprescindible para realizar el andlisis del CE y también para
hacer el diagndstico y seguimiento de la gestacion temprana porque permite monitorear
el crecimiento y la viabilidad de la vesicula embrionaria durante este periodo critico de la
prefiez. Aunque el ultrasonido puede ayudar a estimar la edad gestacional, lo mas
conveniente es conocer la fecha de la ovulacion para evitar discrepancias entre lo
encontrado y los valores de referencia reportados en la literatura en cuanto al desarrollo

de la vesicula embrionaria.






A. Anexo: Identificacion y datos de
cada yegua

Yegua: Identificacion (#):
Raza: Color:

Modalidad: Edad: Peso:
Criadero: Ciudad:

Estado reproductivo:

Dieta:

Vacunaciones:

Vermifugaciones:

Historia reproductiva:

Hallazgos obtenidos mediante palpacién y ultrasonido inicial:







B.

durante el seguimiento
ultrasonografico del ciclo estral

Anexo: Recoleccidon de datos

ESTUDIO DE CARACTERIZACION DEL CICLO ESTRAL EN LA YEGUA CRIOLLA COLOMBIANA

YEGUA [coLor
EDAD
PRIMER CICLO ESTRAL
Dia oD Ol EU SR |MS| P4 OBSERVACIONES
NF TF(mm) CL NF TF(mm) CL
0
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
OD ovario derecho TF tamafio del foliculo SR recelaje IA inseminacion artificial

Ol ovario izquierdo
NF ndmero de foliculos

CL tamafio del cuerpo lGteo (mm)
EU edema uterino

MS muestra de sangre
P4 progesterona




C. Anexo: Recoleccion de datos
durante el seguimiento
ultrasonografico de la gestacion
temprana

ESTUDIO DE CARACTERIZACION DEL DESARROLLO EMBRIONARIO EN LA YEGUA CRIOLLA COLOMBIANA

YEGUA | o0 | CRIADERO

Nimero de servicios

Dias de gestacion

PARAMETRO | Of 1] 2| 3| 4) 5 6] 7] 8] 9f10f 11{ 12] 13| 14] 15| 16] 17 18| 19) 20| 21| 22| 23| 24| 25{ 26| 27| 28| 29 30{ 31| 32| 33| 34| 35| 36| 37( 38| 39

CL

Didmetro CL

Claccesorio

FOD

FOI

DP

DVE (mm)

Ubicacion

VEM

Posicion

Forma

Fetocardia

EJ

UUCD

cy

CNUD

CNUI

MS X X X X X X X X X X X X X X

P4

CL Cuerpo liteo VEM Visualizacion del embrion CNUD cuerno uterino derecho
FOD Ndmero de foliculos ovario derecho EU Grado de edema uterino CNUI cuerno uterino izquierdo
FOI Namero de foliculos ovario izquierdo BU base del tero (mm) MS Muestra de sangre

DP Diagndstico de prefiez CU cuerpo del Utero (mm) P4 Progesterona
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