UNIVERSIDAD MICHOACANA DE ﬁ

SAN NICOLAS DE HIDALGO IIAF

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES
AGROPECUARIAS Y FORESTALES

RESPUESTA REPRODUCTIVA EN YEGUAS CRIOLLAS
DEL ESTADO DE MICHOACAN TRATADAS CON
ACETATO DE DESLORELINA

TESIS

Como requisito para obtener el grado académico de:

Maestro en Produccion Agropecuaria
Opcion Terminal: Pecuaria

Presenta:

M.V.Z. Jorge Barzilai Lara Castillo

DIRECTOR:
Dr. José Herrera Camacho

CO-DIRECTOR:
Dr. Alejandro Taylor Estrada Coates

COMITE TUTORAL:
Dra. Jeannette Sofia Bayuelo Jiménez
Dr. Jorge Fonseca Madrigal
Dr. Benjamin GOmez Ramos

Morelia, Michoacan, Agosto de 2021



Respuesta reproductiva en yeguas criollas del estado de Michoacdn tratadas con acetato de deslorelina

Dedicatoria

El presente trabajo representa en el autor un gran esfuerzo y dedicacion, siendo
resultado de muchas horas de trabajo, desvelos y esfuerzo fisico y mental, dedico
este logro a mi madre la Sefiora Lic. Lidia Dina Castillo Pefia, quien me apoyo en
cada momento con consejos, comida y con todas sus posibilidades aun
acompafandome en las guardias nocturnas en las caballerizas, dandome su amor
y comprension incondicional, lamentablemente al momento de realizado este escrito
ella ya no es capaz de estar junto a mi debido a su sensible partida, pero quiero
expresar que gracias a ella todo se logré y seguiré avanzando hasta un dia segun

nuestra fe inculcada por el ADJ NJG pueda verla de nuevo.

Quiero también dedicarle este logro a mi Padre el Mvz. MC. Jorge Lara Navarro,
quien ha estado conmigo como apoyo incondicional hasta este momento

alentandome a seguir esforzandome por lograr grandes proezas.

MVZ Jorge Barzilai Lara Castillo ii



Respuesta reproductiva en yeguas criollas del estado de Michoacdn tratadas con acetato de deslorelina

Agradecimientos

Deseo agradecer primeramente a Dios por ayudarme a seguir adelante ante tantas
dificultades en el camino, dandome salud, fuerzas y la capacidad fisica e intelectual

de lograr el cometido de esta maestria.

Por otro lado, es imposible no agradecer a mi excelente director de tesis el Dr. José
Herrera Camacho, quien creyé en mi en primera instancia y ha estado de manera
incondicional a mi lado ayudandome en cada paso de esta investigacion y de mi
vida personal, convirtiéendose asi en mas que un director en un muy preciado amigo,

dueno de mi entera admiracion.

Es importante agradecer a cada uno de los sinodales miembros de mi comité
tutorial, mas de algun@ le ha dedicado parte de su valioso tiempo, esforzandose en
revisar con esmero con la intencién de ayudarme, hacerme un bien e instruirme en

mi formaciéon como investigador, por lo cual estoy muy agradecido.

Quiero también agradecer al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia CONACYT,
quienes apoyaron parcialmente a esta investigacion aportando una beca mensual
durante dos anos completos, comprendidos en el periodo de tiempo transcurrido
entre el 01/03/2019 al 01/03/2021 al autor Mvz. Dipl. Jorge Barzilai Lara Castilllo,

con un numero del registro del becario CVU: 958968.

MVZ Jorge Barzilai Lara Castillo iii



Respuesta reproductiva en yeguas criollas del estado de Michoacdn tratadas con acetato de deslorelina

INDICE
INDICE DE TABLAS ...ttt bttt vi
INDICE DE FIGURAS ...ttt ettt Vi
RESUMEBN ...ttt 1
Y 01 £ =T TR 2
| INTRODUGCCION ....oomieeeeeeeeeeeeeeee et saes s sass s sann e 3
1. MARCO TEORICO ....coouireermeeiseeesseeessseesssseesssseesssssssssssessssssssssasssssssssssssssssssesssssesssssassssssssess 5
2.1. Anatomia del tracto reproductor de [a yegua...........cccoovevveiieeneseecececeece e 5
2.2 Fisiologia del tracto reproductor de 1a Yegua ...........ccceeverereieinencnencseeeeeeeene 10
2.2.1 Generalidades de 18 YegUA ........ccooeriiiiiieineeee e 10
D22 o) (o] o 1= 4 o T Lo TSRS 11
2.3. Fisiologia del ciclo estral de [a Yegua........ccuecveeieiieceececece e 15
2.3.1 Foliculogénesis 0 Dindmica fOlICUIAr ...........ccccveviiiiiecieiiceeeceeeeeee e 17
B T2 © XY U] = Vo o T o OSSR 22
2.3.3 Factores que pueden afectar 1a ovUIacCioN............ccccvvveeevinieneseeeee e 25
2.3.4 Formacion de cuerpo [Uteo (IUtEOGENESIS) ......ccvvveeiiiiieieiceeeeeee e, 26
2.3.5 Regresién del cuerpo 1Uteo (LULEOIISIS)......cccveviiieeieiiceeececeeeeeee e 28
2.4 Fertilidad €N 18 YEQUA .......c.oooiiiieeeceeeesee ettt be e s ereere e 30
2.4.1 Foliculos @anovuIatorios ...........cceeiieiiiniiinicicrcee s 31
2.4.2.Incidencia de HAF'S.....c.ooiiiicc s 33
2.5. Tratamientos inductores de OVUIACION...........cccceiiririninicnicc e 34
2.5.1. Hormona Luteinizante recombinante ............cccocoveviieiiiciiiineeceeeee 36
2.5.2. Hormona Gonadotropina Coridnica humana (hCG) ........cccccecevvvenenenecieeeeene, 38
2.6. NULricion €n 12 reprodUCCION ........c.cocieiiiiieceece ettt eve et s e s be e beeabeereens 40
I JUSTIFICACION ..ottt bbb 42
3.1 Problema de investigacion ...........coco i e 43
3.2 Pregunta central de iNVEeSHIGaCiON .........ccccoerieieieininireseseeeeeee e 44
TR o 1] T (=] TSRS 44
[V OBUETIVOS ...ttt bbbttt 45
S @ o] 1= (A o o [=T =T - | R SRRURSR 45
4.2. ODbjetiVOS E€SPECITICOS ...c..cuirieiiieiirieiriet et 45
V. MATERIALES Y METODOS.........cooieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeetes e sess s ssessss s ssssss s ssss s sesssssass s sannans 46
5.1 Area de @StUIO ........cvuecveceeieeeeceeec e 46

MVZ Jorge Barzilai Lara Castillo iv



Respuesta reproductiva en yeguas criollas del estado de Michoacdn tratadas con acetato de deslorelina

5.2 ANIMAIES. ...ttt b et 47
5.3 Tratamientos NOMMONAIES .........c..ccviiriiiiriee e 47
5.4 REVISION OVANICA ........eiiiiieiiieiiicc ettt bbbttt 48
5.5 ANAliSis eStadiStICO .....c.ccueiriiiiciic s 50
VI RESULTADOS ...ttt sttt b et b ettt b et s benene 51
VI DISCUSION ...ttt sass s s sann e 55
VL CONCIUSION ...ttt sttt b ettt s e esenne s 63
IX. BIBLIOGRAFIA ......ooreimretieeeieeessesesssesssss st st st sss st ss s sssssssssssssssnees 64

MVZ Jorge Barzilai Lara Castillo Y]



Respuesta reproductiva en yeguas criollas del estado de Michoacdn tratadas con acetato de deslorelina

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Escala de condicién corporal del caballo (Henneke, 1984).

Tabla 2. Grados de edema uterino en la yegua (Samper, 1997).

Tabla 3. Relacion entre el reporte de ciclos naturales y de hormona.

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Esquema endocrino del ciclo estral de la yegua. (Cortés-Vidauri et
al., 2018).

Figura 2. Anatomia del foliculo dominante o de Graaf (Fortoul-Van der
Goes, 2017).

Figura 3. Proceso de sintesis de progesterona (Cortés-Vidauri et al., 2018).
Figura 4. Estructura quimica de la hormona acetato de deslorelina.

Figura 5. Estructura quimica de la hormona gonadotropina coridnica
humana.

Figura 6. Mapa de la localidad de santa clara Tocumbo Michoacan (INEGI,
2009).

Figura 7. Incidencia (%) de foliculos anovulatorios persistentes (HAF's) en
yeguas criollas en el estado de Michoacan tratadas con acetato de
deslorelina (X?=3.83). La letral sobre la barra indica diferencia significativa
entre tratamientos.

Figura 8. Crecimiento folicular por dia (mm) en yeguas criollas en el estado
de Michoacan tratadas con acetato de deslorelina (p>0.05).

Figura 9. Diametro (mm) folicular a la ovulacién en yeguas criollas en el
estado de Michoacan tratadas con acetato de deslorelina (p>0.05).

Figura 10. Tiempo a la ovulaciéon (h) en yeguas criollas en el estado de

Michoacén tratadas con acetato de deslorelina (p<0.01).

Pagina
41

49

54

Pagina
13

20
28
37
38

46

51

52

52

53

MVZ Jorge Barzilai Lara Castillo

Vi



Respuesta reproductiva en yeguas criollas del estado de Michoacdn tratadas con acetato de deslorelina

Resumen

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto del acetato de deslorelina sobre la respuesta
reproductiva en yeguas criollas en el Estado de Michoacan. Se utilizaron 10 yeguas criollas con un
total de 77 ciclos observados, con una edad entre 3 y 11 afos, un peso vivo entre 350 y 450
kilogramos, una condicidon corporal de 4 a 6 puntos (1= emaciada y 9= obesa), ninguna estaba
amamantando y sin historial de problemas reproductivos previos. Las yeguas fueron alimentadas
con una misma dieta considerando el 8% del peso vivo de la hembra y una relacion 20% de
concentrado y 80% de forraje. Las hembras se distribuyeron de manera aleatoria en dos grupos:
Grupo control (GC n=5) que recibié la aplicacion, por via intramuscular (im) de 1 ml de agua destilada
como placebo y el grupo experimental (Gdes; n= 5) que recibid la aplicacion, i.m., de 1.5 mg de la
hormona clorhidrato de deslorelina. Antes de iniciar el procedimiento experimental, las yeguas se
sometieron a una revisiéon ecografica para conocer su estado reproductivo, ovarico y uterino. Todas
las hembras se trataron con una dosis de 5 ml de prostaglandina (PGF2q« Lutalyse, Zoetis NZ) para
sincronizar el ciclo estral mediante la lisis del cuerpo luteo, e iniciar el desarrollo de la fase folicular
en un mismo tiempo y obtener condiciones ovaricas homogéneas. Una vez que las hembras
presentron un foliculo de 35 mm de diametro se trataron con el placebo o el acetato de deslorelina y
la actividad ovarica se monitoriaba a intervalos de 24 h, para determinar la incidencia de foliculos
hemorragicos anovulatorios (HA's), tasa de ovuacion, crecimiento foliclar por dia, diametro folicular
a la ovulacion, tiempo a la ovulacién después de la aplicacion de la hormona y la tasa de ovulacion
y fertilidad general. La incidencia de foliculos anovulatorios fue superior (X2= 3.83) en el GC con
respecto al Gdes (25.58% vs. 5.8%, respectivamente). La tasa de ovulacion, por el contrario, fue
superior (X?= 4.76) en el Gdes respecto GC (94.11% vs 74.41%, respectivamente). En este mismo
sentido, el tiempo transcurrido (horas) desde la aplicacion de la hormona con presencia de foliculos
= 35mm de diametro hasta su ovulacion, fue de 39.45+2.95 h para el Gdes, mientras que para el GC
fue de 89.47+3.62 h (p<0.01). Por otra parte, el crecimiento folicular por dia (mm) y el diamétro foliclar
a la ovulacién no fueron afectados (p>0.05) por la administracion del acetato de deslorelina. En
conclusién, la administracion de la hormona acetato de deslorelina mejoré la respuesta reproductiva
en yeguas criollas del estado de Michoacan, al reducir la incidencia de HAF s, incrementar la tasa

de ovulacion y reducir el tiempo a la ovulacion.

Palabras clave: HAF's, ovulacion, yeguas, criollas, deslorelina.
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Abstract

The objective of the present study was to evaluate the effect of deslorelin acetate hormone on the
reproductive response in creole mares in the State of Michoacan. A total of 77 cycles were observed.
10 creole mares were used, aged between 3 and 11 years, weight between 350 and 450 kilograms
and a body condition of 4 to 6 points (1 = emaciated and 9 = obese), none were breastfeeding and
without previous reproductive problems. The mares were fed the same diet, considering 8% of mares
weight, with a relation of 80% concentrate and 20% fodder. Mares were randomly distributed into two
groups: Control group (CG n = 5) which received the application, intramuscularly (im) of 1 ml of
distilled water as placebo and the experimental group (DG; n = 5) which received the application, im,
of 1.5 mg deslorelin hydrochloride hormone. Before starting the experimental procedure, the mares
were examinate with ultrasound examination to determine their reproductive tract, ovarian and uterine
status. All females were treated with a 5 ml dose of prostaglandin (PGF2a Lutalyse, Zoetis NZ), to
synchronize the estrous cycle by lysis of the corpus luteum, and initiate the follicular development at
the same time and obtain homogeneous ovarian conditions. Once mares presented a 35 mm
diameter follicle, they were treated with placebo or deslorelin acetate and ovarian activity was
monitored at 24-hour intervals to determine the incidence of anovulatory hemorrhagic follicles
(HAF's), ovulation rate, follicle growth per day, follicular diameter at ovulation, ovulation time after
hormone application, and overall ovulation and fertility rate. The incidence of anovulatory follicles was
higher (X2 = 3.83) in the CG compared to the DG (25.58% vs 5.8%, respectively). The ovulation rate
was higher (X2 = 4.76) in the DG compared to the CG (94.11% vs 74.41%, respectively). In respect,
time elapsed (hours) from hormone application with 235mm follicles diameter until their ovulation,
was 39.45 £ 2.95 h for the DG, while CG was 89.47 + 3.62 h (p <0.01). In other way, the follicular
growth per day (mm) and follicle diameter at ovulation were not affected (p> 0.05) by the
administration of deslorelin acetate. In conclusion, the administration of deslorelin acetate hormone
improved the reproductive response in creole mares from the state of Michoacan, by reducing the

incidence of HAF’s increasing the ovulation rate and reducing the time to ovulation.

Key words: HAF's, ovulation, creole mares, deslorelin acetate.
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l. INTRODUCCION

La especie equina cumple con multiples propdsitos zootécnicos en todo el mundo,
desde trasporte, labranza de la tierra, entretenimiento, equinoterapia, deportes.
Ademas, se le utiliza como una alternativa en la alimentacion humana (Fabregas,

2012).

El caballo tiene influencia profunda en la vida humana, especialmente en México.
La constitucion del caballo como servicio al hombre se vincula desde tiempos
inmemoriales, con la evolucion econdmica y social de los pueblos. En un principio,
el caballo valia por la facilidad de la obtencion de comida, vestido y combustible,
pero esto no fue por mucho tiempo, ya que asumié un papel de mayor importancia
al servir como medio de transporte, comunicacion y, sobre todo, de conquista

(Fabregas, 2012).

El caballo, constituye un simbolo de poder, grandeza, conquista, belleza y atletismo.
En nuestro pais representa la identidad del deporte nacional y forma parte de su
legado en la historia; sin embargo, la yegua puede presentar problemas
reproductivos recurrentes como fallas en la ovulacion, baja tasa de gestacion, ciclos
estrales anormales, incremento en la incidencia de abortos, incremento en el
intervalo generacional, que afecta su eficiencia reproductiva; no obstante, las
estadisticas de estos problemas son escasas, debido a que cuando estos se
presentan se atienden de manera inmediata sin que haya un reporte del caso

clinico. En Michoacan, la informacion respecto a los problemas reproductivos que
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se atienden en yeguas es escasa, por ello en el presente estudio, se evaluo la
incidencia de foliculos hemorragicos anovulatorios (HAF's), una falla ovarica que
afecta la disponibilidad de 6vulos para la fertilizacion; asi como el efecto de una
hormona exdgena, analoga a la GnRH, sobre la eficiencia reproductiva en yeguas

criollas en el estado de Michoacan.
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Il. MARCO TEORICO

2.1. Anatomia del tracto reproductor de la yegua

La comprension estructural, anatdmica y morfolégica de la especia es crucial para
el investigador, ya que de ello depende la capacidad para dilucidar alguna
anormalidad y/o incorrecto funcionamiento y, posteriormente implementar una

posible solucién al problema.

Ovarios

Los ovarios o gonadas de la yegua tienen forma de judia, son normalmente mayores
en animales jévenes que en adultos; un ovario, a menudo es mas grande que otro.
Estas tienen alrededor de 7-8 cm de largo y 3 a 4 de ancho; el peso es de unos 70
a 80 gramos (Sisson y Grossman, 2002).

Cada ovario presenta, dos bordes y dos extremidades. Las superficies se
denominan medial y lateral, ambas son lisas y redondeadas. La insercion o borde
mesovarico es convexa. Esta incluida en una parte del ligamento ancho denominado
mesovario; los vasos y nervios llegan hasta la glandula por este borde. El borde libre
(margo liber) estda marcado por una escotadura que conduce a una depresion
estrecha denominada fosa de ovulacion. La extremidad tubal (craneal), redondeada,
se relaciona con el extremo fimbriado de la trompa uterina (oviducto) (Morel, 2015).
Los ovarios estan citados en la region sublumbar y, normalmente, son ventrales a
las vértebras lumbares L4 y L5. Estos se encuentran en contacto con la pared
lumbar del abdomen. La distancia media, desde el ovario al orificio vulvar, es de 50

a 55 centimetros en una yegua de tamafo medio (Morel, 2015).
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Oviducto

Son conductos que actian como conductos excretores de los ovarios. Estos
transportan los ovocitos de las glandulas reproductoras al utero, pero sin tener
continuidad directa con las génadas. Son dos tubos elasticos de fibras redondas de
musculo de 20 a 30 centimetros de largos. El oviducto es muy pequefio en su
extremidad uterina de 2 a 3 milimetros de diametro, pero hacia la extremidad ovarica
se ensancha considerablemente de 4 a 8 milimetros. Cada oviducto esta incluido
en un pliegue peritoneal, derivado de la capa lateral del ligamento ancho
denominado mesosalpinx. Se divide en tres porciones: (l) infundibulo en su porcion
ovarica que esta ensanchada a manera de embudo, (Il) ampula en su region medial
sitio donde se lleva a cabo la fecundacion o unién de gametos (esperma y ovulo) e
(lI1) istmo en su porcién uterina lugar se los espermatozoides mientras el ovulo

desciende al ampula (Sisson y Grossman, 2002).

Utero

Es un drgano muscular hueco que se continla con las trompas uterinas
cranealmente y se abre en la vagina caudalmente. El utero esta situado en la
cavidad abdominal, pero se prolonga en una corta distancia dentro de la cavidad
pelviana por dos pliegues de peritoneo llamados ligamentos anchos. Este lo
constituyen dos cuernos, el cuerpo y el cuello. Los cuernos del utero estan situados
totalmente en el abdomen; son cilindricos cuando estan moderadamente
distendidos y tienen unos 25 centimetros de longitud. El borde dorsal (margo

mesometrus) es ligeramente céncavo y esta unido a la region sublumbar por el

MVZ Jorge Barzilai Lara Castillo 6



Respuesta reproductiva en yeguas criollas del estado de Michoacdn tratadas con acetato de deslorelina

ligamento ancho, el borde ventral (margo liber) es convexo y libre. La pared del utero
esta formada por tres capas. La capa serosa (perimetrium). La capa muscular
(miometrium), esencialmente formada de dos estratos, un externo de fibras
musculares oblicuas y circulares. La capa mucosa (endometrium) asienta
directamente sobre la capa muscular y es de color rojo pardusco y esta cubierta por
una capa simple de células columnares altas que contienen numerosas glandulas
uterinas, tubulares, ramificadas, éstas no se encuentran en el cuello uterino o cérvix

(Morel, 2015).

Cérvix

También llamado cuello uterino es la parte caudal estrechada que se une con la
vagina tiene 5 a 7.5 centimetros de longitud y 3.5 a 4 de diametro. Parte de éste
(portio vaginalis) se proyecta dentro de la cavidad de la vagina y, por lo tanto, no es
visible externamente, pero puede palpado a través de la pared vaginal. Se
constituye principalmente de tejido conectivo, musculo y anillos cartilaginosos

(Sisson y Grossman, 2002).

Vagina

La vagina es el canal que se extiende horizontalmente a través de la cavidad
pelviana desde el cuello uterino hasta la vulva; es tubular y tiene unos 20 a 30 cm
de longitud, distendida alcanza de 10 a 12 centimetros de didmetro. La vagina esta
relacionada dorsalmente con el recto y ventralmente con la vejiga y uretra vy,

lateralmente con la pared pelviana. La vagina estd compuesta de capa muscular y
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mucosa. La capa muscular se compone a su vez, de fibras longitudinales y
circulares; esta cubierta externamente por una adventicia fibrosa y hay una gran
cantidad de tejido conectivo intermuscular. La capa mucosa es muy elastica y
cubierta con epitelio estratificado, pero no escamoso y carece de glandulas (Morel,

2015).

vaginal

El vestibulo vaginal es la parte terminal del tracto genital, se continua cranealmente
con la vagina y externamente, en el borde pudendo (hendidura vulvar), de 5 a 7
centimetros ventral al ano. Su longitud es de 10 a 12 centimetros, medido desde el
orificio uretral externo a la comisura ventral. Este esta abrazado por el musculo
vestibuloconstrictor, craneal al constrictor de la vulva, el cual tiene glandulas

vestibulares mayores y menores (Morel, 2015).

Vulva

El orificio externo, la vulva (rima pudendis), tiene forma de una hendidura vertical de
12.5 a 15 centimetros de altura y bordeada por los labios (labia pudendi) redondos
y prominentes que se unen dorsalmente a 5 centimetros del ano para formar la
comisura dorsal y ventralmente para formar la comisura ventral a 5 centimetros
caudal al arco isquial. Los labios estan cubiertos por una piel lisa, pigmentada y
delgada muy vascularizada y que posee glandulas sebaceas y sudoriparas, bajo la
piel hay un musculo estriado que es el constrictor de la vulva, fusionado dorsalmente

al esfinter del ano (Sisson y Grossman, 2002).
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Clitoris

Este 6rgano es el homodlogo del pene y esta formado de unas partes muy similares
a excepcion de la uretra y su musculo. El cuerpo tiene 5 centimetros de largo y su
diametro aproximado a 0.7 centimetros. El clitoris esta inserto en el arco isquial por
dos pilares. El glande es redondeado y termina en un extremo libre que ocupa la

fosa del clitoris en la comisura ventral de la vulva (Sisson y Grossman, 2002).

MVZ Jorge Barzilai Lara Castillo 9



Respuesta reproductiva en yeguas criollas del estado de Michoacdn tratadas con acetato de deslorelina

2.2 Fisiologia del tracto reproductor de la yegua

2.2.1 Generalidades de la yegua

Desde el punto de vista fisiologico, la yegua es una hembra poliéstrica estacional.
Esto significa que ésta solo presentara actividad ovarica y ciclara para reproducirse,
entre los meses de enero y agosto. No obstante, podria durar todo el afio de acuerdo

con la ubicacion geografica (Suarez et al., 2017).

Existen diferencias en el ciclo reproductivo o estral entre la yegua y las hembras de
las demas especies. La duracidn de los ciclos en la yegua es muy variable, al igual
que la duracion del estro y los niveles endocrinos. Algunas veces, ovula en forma
independiente respecto a los demas factores (sin formacion de edema endometrial,
cérvix cerrado, etc.). En otras ocasiones, puede mostrar signos de celo sin llegar a
ovular; o bien, puede ocurrir un celo silencioso con ovulacion, lo que en
reproduccion animal se conoce como estros anovulatorios. La yegua, por tanto, en
una de las especies animales domésticas que presentan un dificii manejo

reproductivo (Davies-Morel, 2006; Galina y Valencia, 2009).

La yegua tiene ciclos estrales que duran alrededor de 21 dias y cada ciclo estral
consta de dos fases, la fase folicular y la fase lutea (Satué y Gardon, 2013). Durante
la fase folicular (5 a 7 dias), la yegua es sexualmente receptiva al garafién. En esta
fase la hormona liberadora de gonadotropinas o GnRH que es secretada en el
hipotalamo (parte del encéfalo de la yegua), estimula a la adenohipdfisis a secretar

a dos hormonas, el foliculo estimulante (FSH) y a la Luteinizante (LH). Estas dos
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hormonas promueven la dinamica folicular en el ovario, la mayoria de las yeguas

ovulan en un plazo de 48 horas al final del estro.

La fase lutea tiene una duracién de 14 a 17 dias y en esta fase, la hormona presente
es la progesterona, misma que es liberada por el cuerpo luteo resultado de la
ovulacion. Durante el periodo de anestro, la mayoria de las yeguas no muestran

receptividad sexual y no desarrollan foliculos que ovulen (Satué y Gardon, 2013).

2.2.2 Fotoperiodo

El fotoperiodo se define como la cantidad de horas que un animal se encuentra
expuesto a la luz solar y que regula los diversos procesos fisioldgicos, entre ellos
los reproductivos (Saltiel et al., 1982). Este se presenta en un lapso de 24 horas y
da origen al llamado ciclo circadiano y que refiere a los cambios en las variables

biolégicas de un organismo durante un periodo de tiempo.

El ciclo circadiano esta regulado por el reloj bioldégico central, que se localiza en los
nucleos supraquiasmaticos del hipotalamo, las neuronas de los nucleos
supraquiasmaticos reciben estimulos regulados por la cantidad de horas luz
recibidas (fotoperiodo) a través de la retina, de esta manera los genes codifican
proteinas para todo el organismo en un periodo de 24 horas (Lincoln, 1984). Este
proceso inicia por la interaccion de células especializadas de la retina, que detectan
la luminosidad natural del dia y envian el estimulo a la gandula pineal. Durante el

dia, el complejo neuronal de los nucleos supraquiasmaticos bloquea la produccion
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de melatonina, mientras que durante la noche estimulan la produccion de dicha

hormona (Lincoln, 1984; Salazar-Ortiz et al., 2011).

Estudios previos (Bergfelt et al., 2001), mencionaron que, en las yeguas, la
produccion de melatonina provoca un bloqueo del hipotalamo inhibiendo la
produccion del factor liberador de gonadotropinas (Figura 1) especialmente durante
el otofio y el invierno, mientras que durante la estacion de primavera y verano,
donde se incrementan las horas luz, la produccidn de melatonina disminuye
permitiendo la produccién de GnRH; por esta razén la especie equina se considera

una especie con estacionalidad reproductiva.

Por otra parte, desde el punto de vista conductual de la actividad reproductiva en la
especie equina, es posible observar dos periodos considerados de transicion; el
cambio entre invierno — primavera y otofio — invierno, estos periodos delimitan el
inicio y el termino de la estacion reproductiva en la yegua (Donadeu y Ginther,
2002). La estacion de otofio constituye el puente entre la etapa reproductiva y el
inicio del anestro o la ausencia temporal y estacional de estro o calor (Ginther et al.,
2003), lo que se conoce como la etapa de anestro estacional, durante esta etapa
los foliculos ovaricos son incapaces de ovular, es decir, sufren atresia y en
consecuencia tampoco tiene lugar el conjunto de secreciones hormonales
responsables de la conducta sexual en la hembra, limitando de manera natural su

capacidad reproductiva (Guillaume et al., 1995).
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La disminucion de la melatonina, que ocurre de manera normal en primavera y

verano (Figura 1), permite la reactivacién del eje hipotalamo-hipdfisis-gdnada, y

como respuesta la yegua manifiesta comportamiento estral de manera continua

hasta lograr gestarse (Collins et al., 2007).

Estimulos del
ambiente a través
de los sentidos

Hipéfisis
Oxitocina
Pineal Hipotalamo Posterior
Endometrio

—% >
Malatonina GnRH| Anterior

PGF2:

> 1+—> — D
e

1T

Figura 1. Esquema endocrino del ciclo estral de la yegua. (Cortés-Vidauri et al., 2018).

La ubicacion geografica de las yeguas tiene un efecto directo sobre la estacionalidad

reproductiva (Gentry et al., 2002). Lépez-Pérez et al. (2010), demostraron que las

yeguas que se mantuvieron

en los hemisferios norte y sur, asi como aquellas que

fueron mantenidas alrededor del Tropico de Cancer, presentaron una estacionalidad

reproductiva marcada en comparacion a las yeguas de regiones cercanas al

Ecuador (Quintero et al., 1995; Escobar, 1997; Gentry et al., 2002).
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Algunos estudios realizados en México reportaron que la variacion maxima en la
longitud del fotoperiodo a lo largo del afio es de dos horas (Saltiel et al., 1982). Al
respecto, Lopez-Pérez et al. (2010), sefialaron que las yeguas criollas ubicadas en
la latitud 19 N, presentan un periodo anovulatorio de duracién variable que ocurrio
entre noviembre y mayo; por lo tanto, segun nuestra posicion geografica las yeguas
deben presentar un patrén de estacionalidad similar al descrito en latitudes en las
que la variacion de longitud de horas luz en el aino es mayor (Ginter, 1974) y se
incluyen dentro del grupo de hembras con una reproduccion estacional regida por

el fotoperiodo.
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2.3. Fisiologia del ciclo estral de la yegua

La pubertad se define como la etapa en la cual la potranca tiene su primera
ovulacion, la cual ocurre entre los 12 y 24 meses de edad (Cortés-Vidauri et al.,
2018). No obstante, en las yeguas trotonas rusas hibridas, la ovulacion se alcanza
entres o 10 y 11 meses (Warren et al., 1977). Una vez que la potranca alcanza la
pubertad, se desarrollan los caracteres sexuales secundarios y la capacidad
reproductiva para mostrar el celo (estrus) segun un ciclo ritmico. El ciclo estral es el
intervalo, entre dias que transcurren, entre uno y otro estro o peroiodo de
receptividad sexual (Ginter, 1974). En general, se considera que la edad ideal para
que una yegua quede gestante es a los 3 afos, para que el primer parto suceda en
el cuarto ano de edad. En general, la etapa reproductiva ocurre entre los 3y los 15

afios de edad (Warren et al., 1977).

Algunos factores externos como el fotoperiodo y la temperatura ambiente pueden
afectar la pubertad (Saltiel et al., 1982). En este sentido, la exposicion a la luz
artificial durante el invierno retrasa el aparecimiento de la pubertad, mientras que,
fotoperiodos largos la estimulan (Saltiel et al., 1982), al inhibir o permitir la secrecion
de melatonina que afecta positiva o negativamente la funcionalidad del eje
hipotalamo hipdfisis génadas, responsable del comportamiento reproductivo en la
yegua. En México, el fotoperiodo es un factor que se ha relacionado con un retraso

en la edad a la que se alcanza la pubertad (Lopez-Pérez et al., 2010).
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Por otra parte, la temperatura ambiente elevada, influenciada por calentamiento
global también puede influir en la pubertad de la yegua y su ovulaciéon durante la
etapa reproductiva (Guerin y Wang, 1994), al provocar un desequilibrio en la
homeostasis el organismo, provocando que la hembra fisiolégicamente enfoque su
energia en la activacion de mecanismo termorreguladores, lo que inhibe la actividad

reproductiva.

El ciclo estral en la yegua comprende dos fases: la fase folicular, en la cual se
manifiesta la receptividad sexual o estro y la fase lutea, donde la receptividad sexual
esta disminuida, a este periodo se le conoce como diestro. El estro tiene una
duracion de 3-9 dias y sobre la superficie del ovario se encuentran foliculos en
diferentes etapas de crecimiento (foliculogénesis), asi como una secrecion
constante de 173-estradiol, hormona esteroide femenina, en concentraciones >200
pg/ml. Los estrédgenos son responsables de la receptividad sexual en la hembra,
ademas de favorecer el rompimiento folicular u ovulacion y el transporte de gametos

(6vulo y espermatozoide) hacia la zona de fertilizacion (Ginther et al., 1993; 2008).

Adicionalmente, se ha observado que, durante el estro, la yegua muestra cambios
de comportamiento; busca al garafidn, realiza desplazamiento lateral de la cola,
orina frecuentemente en pequefias cantidades, con eversion del clitoris y secrecion
mucosa. Adicionalmente, la yegua baja la cabeza, relaja los musculos faciales,
inclina la pelvis y separa los cuartos traseros para permitir la introduccion del pene

en el momento de la cépula (Crowell-Davis, 2007).
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El diestro, por su parte, comienza después de la ovulacién y comienza con la
formacion estructural y funcional del cuerpo luteo que se caracteriza con una
produccion creciente de progesterona (P4). La duracion del diestro oscila entre 12y
16 dias, adicionalmente tiene lugar una retroalimentacion negativa sobre el
hipotalamo para reducir la secrecion de GnRH y LH por efecto de la hormona
progesterona secretada en el cuerpo luteo, permitiendo el desarrollo folicular, pero

evitando una nueva ovulacion a la mitad del ciclo estral.

En sintesis, el intervalo entre ovulaciones o ciclo estral se presenta el crecimiento
folicular con produccion de estradiol, ovulacion, formacion del cuerpo luteo v,

finalmente regresion lutea (Irvine y Alexander, 1993; Cortés-Vidauri et al., 2018).

2.3.1 Foliculogénesis o Dinamica folicular

Un foliculo es una estructura celular que, por acciéon hormonal, se desarrolla sobre
la superficie del ovario, una vez que la hembra alcanza la pubertad y que el eje

hipotalamo hipofisis gdnadas alcanza su funcionalidad.

El desarrollo de un foliculo se le conoce como foliculogénesis e involucra la dinamica
folicular, la cual es un proceso complejo que comprende el crecimiento de los
foliculos primarios hasta la formacién de un foliculo dominante (FD) o de Graaf.

El desarrollo del foliculo incluye las fases de reclutamiento, seleccion y dominancia.

Estas fases son necesarias para crear un ambiente adecuado para la crecimiento,
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maduracion y liberacion del évulo con capacidad de ser fertilizado (Ginther et al.,

2008).

Fase de reclutamiento: Inicia por la accién de la hormona foliculo estimulante
liberada en la adenohipdfisis y que estimula el crecimiento de al menos 10 foliculos
de 6 mm de diametro que se encuentran en la reserva ovarica. Esta misma
hormona, promueve la sintesis de estradiol y el crecimiento folicular, con un
crecimiento promedio de 2.8 mm/dia. Los foliculos son capaces continuar su
crecimiento hasta la fase de seleccion, pero sélo uno o raramente dos lo lograran,
el resto pierde su capacidad de crecimiento aproximadamente 48 horas después de
la seleccion y sufre atresia (Ginther, 1993; Gastal et al., 2004; Cortés-Vidauri et al.,

2018).

Fase de seleccion: Durante esta fase solo dos a tres de los foliculos que fueron
reclutados desarrollan las condiciones para seguir su crecimiento, los demas
sufriran un proceso de atresia. Al respecto, Gastal et al. (1997), sugieren que los
foliculos con mayor tamano lograran posicionarse antes en la seleccion dado que
son los que desarrollaron la capacidad para sintetizar hormonas esteroides.

El diametro folicular esperado en la seleccion es de 22 mm, por lo tanto, la FSH
actua de manera constante desde que el foliculo alcanza los 13 mm de diametro
folicular hasta los 22 mm; donde continuara la hormona LH, en este momento sera
incapaz de promover los demas foliculos, que seran atrésicos (Donadeu y Ginther,

2002). La funcién de la FSH se logra a través de un factor de crecimiento similar al
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de la insulina del tipo | (IGF-1) y su detenciéon a una retroalimentacion entre el

estradiol y la inhibina (Ginther et al., 2004).

La concentracién (pg/ml) folicular y sanguinea de estradiol, se incrementa a medida
que aumenta el diametro de los foliculos ovaricos, promoviendo, en las células de
la granulosa del foliculo dominante, un mayor numero de receptores para LH, de
esta manera logra incrementar su produccién, aunque la FSH haya disminuido y
transformarse en foliculo dominante (Cortés-Vidauri et al., 2018). La disminucion en
la liberacion de la FSH, abate la funcionalidad de los foliculos secundarios o
subordinados, limitando su crecimiento y permite que la LH estimule el crecimiento
del foliculo dominante (Gastal et al., 1997). La concentracion sanguinea de LH se
incrementa antes de la seleccion, ademas de los cambios hormonales mencionados
previamente, se incrementa el flujo sanguineo del foliculo presto a ser dominante
dos dias antes de que adquiera el diametro esperado para la divergencia (Bergfelt

y Ginther, 1998).

Fase de dominancia: Durante esta fase, es posible observar un foliculo de Graff
completamente desarrollado e histolégicamente y en el cual es posible identificar,
microscopicamente; la teca externa, teca interna, células de la granulosa o capa
granulosa, liquido antral o antro folicular, Cumulus ophorus, corona radiada, zona

pelucida y ovocito (Figura 2).
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Figura 2. Anatomia del foliculo dominante o de Graaf (Fortoul-Van der Goes, 2017).

Durante la fase de dominancia el foliculo el foliculo llega a medir de 40 a 45 mm de
diametro y tiene forma piriforme, con una elevada concentracion de estrégenos en
el antro folicular, los cuales promueven, en las células de la granulosa la liberacion
de la hormona inhibina, hormona que promueve una retroalimentacién negativa en
la hipdfisis, para reducir a nivel basal, la sintesis y liberacion de la hormona foliculo
estimulante, lo que provoca la atresia de foliculos secundarios, ejerciendo asi la

dominancia sobre los demas foliculos (Bergfelt et al., 1991).

Adicionalmente, se ha demostrado la presencia dos factores que ayudan a la
dominancia, el factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-1) y el factor
vascular endotelial (VEGF) que se cree (Ginther et al., 2004). El primero se encarga
de mejorar la expresion de los receptores de las células de la granulosa a
gonadotropinas, para potencializar la diferenciacion de las células del foliculo

(Checura et al., 2010). El factor vascular endotelial se encarga del aumento en la

MVZ Jorge Barzilai Lara Castillo 20



Respuesta reproductiva en yeguas criollas del estado de Michoacdn tratadas con acetato de deslorelina

irrigacion sanguinea del foliculo, hecho que permite una mayor disponibilidad de
gonadotropinas circundantes al foliculo, lo que favorecera su dominancia previa a

la ovulacién (Gastal et al., 2006).

La dinamica folicular descrita se presenta en al menos dos ocasiones durante el
ciclo estral de la yegua, y a cada una de ellas se le conoce como oleada folicular e
incluye el reclutamiento, la selecciéon y dominancia previamente descritas (Ginther
et al., 2008). La primer oleada folicular o primaria u ovulatoria inicia en la segunda
mitad del ciclo estral y terminando con la posterior ovulacién, y la onda folicular
menor o secundaria (anovulatoria), inicia después de la ovulacion y termina con la
atresia del foliculo dominante que fue incapaz de ovular, debido a que el foliculo de
mayor tamafio no alcanza el diametro necesario para promover la divergencia entre
futuros foliculos subordinados, esta inicia al final del estro y culmina en el inicio del
diestro, estas corresponden a foliculos que llegan a medir de 22 a 23 mm de
diametro y se vuelven atrésicos (Armstrong y Webb, 1997; Ginther, 2004), la
presencia de elevadas concentraciones de progesterona son responsables de
promover la atresia folicular al limitar la sintesis hipofisiaria de la hormona

luteinizante.

El inicio de una onda de desarrollo folicular ya sea primaria o secundaria, se
estimula por el aumento en FSH (Ginther et al., 2008). La FSH es la hormona
responsable del reclutamiento de los foliculos (13 mm de diametro). Después de

cuatro a cinco dias, la concentracién de FSH alcanza su valor maximo en sangre y
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los dos foliculos mayores alcanzan un diametro promedio de 19 a 22 mm (Andrade-
souza et al., 2011).

2.3.2 Ovulacion

La ovulacion es el proceso fisiolégico mediante el cual el foliculo preovulatorio o de
Graff con un diametro >de 35 mm, expulsa al 6évulo y, en la yegua, ocurre entre las
24 a 48 horas antes de finalizar el celo. En esta etapa, el foliculo adquiere la forma
de pera debido a que se deforma y reduce su turgencia para aproximarse a la fosa
de ovulacion. Este sitio corresponde al espacio del ovario libera al ovocito;
aproximadamente 24 a 12 horas antes de la ovulacién. Las yeguas ovulan
consistentemente al mismo diametro folicular en los ciclos consecutivos (Ginther,

1993; Cuervo-Arango y Newcombe, 2008).

La expulsion del ovulo, involucra la participacion de un mecanismo endocrino,
mecanismo celular y mecanismo fisico, que participan de manera sincronizada para

que la ovulacion sea posible.

Mecanismo endocrino: En este mecanismo, se involucran un cambio en la
concentracion sanguinea de diversas hormonas como la prostaglandina F2 alfa, la
progesterona, los estrogenos, la FSH y la LH. Durante la fase de diestro se
desarrolla una onda de crecimiento folicular que culmina con la presencia de un
foliculo de Graff, con una alta concentracion de estrogenos, los cuales provocan
una retroalimentacion negativa sobre la hipdfisis, para reducir la liberacién de FSH

y evitar la presencia de mas de un foliculo dominante (Ginther et al., 2005).
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Adicionalmente, los estrogenos presentes en el foliculo promueven la sintesis un
mayor numero de receptores a LH en las células de la teca interna y de la granulosa.
Por otra parte, durante esta etapa del diestro, también existe la presencia de un CL
que produce una cantidad elevada de P4, que afecta la liberacion de LH, por ello, el
endometrio uterino sintetiza, a partir del acido araquiddnico, a la PGF2. cuya funcion
primordial es provocar la lisis del CL, y con ello permitir la liberacion de LH, hormona
responsable de iniciar la cascada de eventos que culminaran con el rompimiento de

la pared folicular y el 6vulo pueda ser expulsado (Andrade-Souza et al., 2011).

La Hormona Luteinizante, promueve a través de la enzima oxido nitrico sintetasa
endotelial (NOSe) la lisis de las células de la teca y de la granulosa del foliculo de
Graff. Adicionalmente, incrementa el flujo sanguineo en la zona limitrofe al foliculo
y activa los péptidos vasoactivos [angiotensina Il (Ang Il), endotelina-1 (ET-1) y el
péptido natriurético atrial (ANP), que promueven la modulacion del tono vascular de
la circulacién sistémica y elevan el flujo sanguineo folicular que contribuye con el
proceso de la ovulacion al debilitar la fuerza de adhesion de las células de la teca
interna y granulosa e incrementar la presion intrafolicular (Acosta et al., 1999).

Mecanismo celular: La liberacion de la LH, estimula la secreciéon de péptidos
vasoactivos, uroquinasa, y promueve la liberacién del factor de necrosis tumoral tipo
alfa (TNF-a) que, gradualmente, induce la codificacion y expresion génica de las
metaloproteinasas, de las cuales la colagenasa es la de mayor relevancia a nivel
folicular, esta puede contener un ion de zinc o cobalto unido a una enzima y su

funcién primordial es remover el colageno que mantiene unidas a las células de la
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teca interna y de la granulosa, provocando con ello una remodelacion tisular que se
extiende hacia el apice del foliculo (fosa ovulatoria), y finaliza con la desintegracion
o apoptosis de la pared folicular (Murdoch y McDonnel, 2002), lo que lo que aunado
a la presioén provocada por el liquido folicular, contribuye a la ovulacion, dejando en
libertad al ovocito con el fluido folicular en la fosa de ovulacién (Andrade-Souza et

al., 2011).

Para que pueda ocurrir la ruptura del colageno es necesario que las células de la
teca, dependientes de 9-ceto-PGE2-redutasa, conviertan la PGE2 en PGF2q
(Andrade-Souza et al., 2011). Al hacerlo se induce la liberacion del TNF-a que
puede promover la transduccidn de sefales apoptoticas. Las colagenasas,
inducidas por el TNF-a, desorganizan la red de fibras de la teca y de la tunica
albuginea ovarica (via matriz métalo-proteinasa 1, MMP-1) promoviendo la
degradacion de la base de la membrana que sostiene el epitelio ovarico y de la
granulosa (via MMP-2). Ademas, la protedlisis y la remocién celular provocan un
estrechamiento gradual de la pared ovarica, hecho que culmina con la posterior

formacion del estigma y la ruptura folicular (Murdoch y McDonnel, 2002).

Mecanismo fisico, el ovario de la yegua es diferente al de otros mamiferos
domésticos, debido a que la zona parenquimatosa (region epitelial inflamatoria que
se rompera y dejara libre al ovocito) se localiza en el centro del ovario. Esta zona
se encuentra rodeada por la zona vascular, que tiene aspecto de campana. El ovario
de la yegua, comparada con otros mamiferos domésticos (oveja, cerda, vaca), tiene

la zona vascular en la superficie de la goénada, esta zona rodea el margen
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mesovarico. En el otro extremo del ovario hay una zona libre de vasos sanguineos
mayores, llamada fosa ovarica (fossa ovarii), que esta cubierta por un epitelio
germinativo (Liebich, 2010). En la fosa ovarica, el foliculo maduro (foliculo de Graaf)
alcanza la superficie del ovario. En este lugar se desarrolla el estigma, que es donde
tiene lugar la ovulacion y se forma el cuerpo luteo (Konig et al., 2015; Konig et al.,
2017). El ovocito y la corona radiada caen en el oviducto y el liquido folicular a la
cavidad abdominal. Las hormonas contenidas en el liquido antral se absorben y
ejercen su accion en el proceso reproductivo. Las yeguas con dos foliculos
dominantes en un ciclo presentan doble ovulacidn, con 24 horas aproximadamente
de intervalo, lo cual sucede en el 40% de los casos aproximadamente, y podria
conducir a doble gestacion (Bergfelt et al., 1993; Li et al., 2006; Ginther et al., 2008).
2.3.3 Factores que pueden afectar la ovulacion

En la yegua, es la prostaglandina G/H sintasa-2 (PGHS-2), también llamada
ciclooxigenasa-2 (COX-2), la que se expresan en las células de la granulosa, 30 h
después del inicio del incremento ovulatorio de LH, ayudando propiamente a la
ovulaciéon. La PGHS-2 es la primera enzima limitante en la biosintesis de
prostanoides a partir de acido araquidoénico, lo que significa que la ovulacion puede
ser inhibida en hembras con elevada concentracion de LH y un foliculo dominante
>35 mm de diametro, cuando se administran antiinflamatorios no esteroides, como
el flunixin meglumine, que inhiben a la COX-2 y en consecuencia la sintesis de

prostaglandinas (Sirois et al., 1991; Cuervo-Arango et al., 2011).
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2.3.4 Formacion de cuerpo luteo (luteogénesis)

La secrecion de LH previa a la ovulacion, ademas de provocar la ruptura folicular,
luteiniza (proceso de formacién del cuerpo Iuteo) las células de la granulosa para
constituir el cuerpo luteo, esto debido a que la luteinizacion de las células de la
granulosa permite que el cuerpo luteo conserva la misma forma que tenia el foliculo
antes de la ovulacién, en forma de pera, las células grandes producen progesterona,
estas hormonas actuan a través de sus receptores celulares especificos para la

produccion de progesterona (Kimura et al., 2005).

Para la formacién del cuerpo Iuteo se necesita un efecto llamado luteotrépico de la
LH, este se realiza a través de la trayectoria de la sefal-transduccion PKA y MAPK
con el incremento en la fosforilacion de la proteina StAR (por sus siglas en inglés:
steroid acute regulatory protein), esta a su vez fosforilada incrementa en forma
aguda el transporte de colesterol, a través de la membrana de la mitocondria, para
que en ella actue la enzima de desdoblamiento de la cadena lateral citocromo P450;
la enzima limitante en la sintesis de progesterona. La secrecion de esta hormona
(Figura 3) empieza en el momento de la ovulacién y se incrementa gradualmente
hasta alcanzar su mayor concentraciéon en la circulacion sanguinea (12.8 ng/ml) en
el dia 8 del ciclo, posteriormente se reduce ligeramente hasta la regresion del
cuerpo luteo o lutedlisis, esto ultimo sucede alrededor del dia 14 (Roberto-Dacosta,
2005; Ginther et al., 2007). Esta se mantiene hasta los 8 a 14 dias del ciclo donde
hay una ligera reduccioén por la falta de apoyo hormonal de la LH y a la secrecion de

prostaglandina F2q a este proceso se le llama preluteolitico, en la mayoria de las
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yeguas (67%) se presentan de 2 a 3 pulsos de poca amplitud (= 45 pg/ml), a
intervalos de 8 horas de prostaglandina F2q en el periodo preluteolitico (Ginther et

al., 2011).

La progesterona se incrementa paulatinamente después de la ovulacion por la
formacion del cuerpo luteo y ejerce retroalimentacion negativa sobre la LH, entonces
si se incrementa el nivel de progesterona se reduce la secrecion de LH, esto pasa
igual durante el desarrollo folicular, también ejerce esa presion negativa sobre la

FSH (Jacob et al., 2009).

La progesterona tiene un efecto importante en el endometrio a activar sus glandulas
secretoras hecho que prepara al utero para la gestacion, por lo tanto, antes de
mencionar que la hormona progesterona mantiene la gestacion, primero debemos
decir que es la encarga de aclimatar el utero para la implantacion embrionaria.
También inhibe la contractura del miometrio y tiene retroalimentacién negativa sobre
GnRH y asi inhibe el comportamiento del estro. La concentracién de progesterona
es fluctuante, algunos autores reportan diferentes concentraciones, pero coinciden
en que si se tiene un valor = 4ng/ml se considera suficiente para mantener la

gestacion (Slough et al., 2011).
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Figura 3. Proceso de sintesis de progesterona (Cortés-Vidauri et al., 2018).

2.3.5 Regresion del cuerpo luteo (Lutedlisis)

La lutedlisis es la regresion fisioldgica del cuerpo luteo, en caso de que exista la
fecundacion y por ende, una deteccion embrionaria, lo que permite la sintesis
endometrial de PGF2q a partir del acido araquidénico, que se manifiesta por una
reduccion en la concentracién sanguinea de progesterona a menos de 1 ng/ml,
siendo posible observar una pre-lutedlisis (del dia 8 al 14 del ciclo) y con un pulso
de prostaglandina F2q de = 45 pg/ml se da la transicidn de pre-lutedlisis a lutedlisis,
por ultimo viene la post-lutedlisis con concentraciones < 0.9 ng/ml de progesterona

(Ginther y Beg, 2012).
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Aunque la prostaglandina F2q es la responsable directa de la lisis del CL, en su
sintesis participan otras hormonas la oxitocina. La oxitocina se secreta
simultaneamente con cada pulso de la lutedlisis, entonces, su secrecion también es
pulsante, por lo tanto, la oxitocina es considerada, estimuladora de la secrecion de
prostaglandina F2q y participa en la lutedlisis. La oxitocina se sintetiza en el nucleo
supraoptico y paraventricular del hipotalamo y se almacena en el I6bulo posterior de
la hipdfisis o neurohipdfisis. No se produce en el cuerpo luteo como sucede en
rumiantes, pero en la yegua también se sintetiza en el endometrio (Swann et al.,

1984; Cortés-Vidauri et al., 2018).

Durante la regresion del cuerpo luteo, el flujo sanguineo es disminuido y se presenta
infiltracion de leucocitos, disrupcion celular y pérdida de la capacidad
esteroidogénica de las células Iuteas, para la lisis del cuerpo luteo, y obviamente la

secrecion de progesterona (Ginther y Beg, 2011).
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2.4 Fertilidad en la yegua

La fertilidad es la capacidad de la especie para procrear descendencia, en la yegua
la fertilidad ideal se considera cuando es superior al 90.0% (Samper et al., 2007);
sin embargo, la fertilidad puede verse afectada por diversos factores como posicion
geografica de las yeguas (Katila et al., 2010). Al respecto, en Finlandia, se reportoé
una fertilidad de 72% (Allen et al., 2007), en Inglaterra fue de 63% y Australia fue de
83% (Brick et al., 1993); mientras que en USA se reporté un 57.1% en yeguas
ferales (Keiper y Houpt, 1984) y un 75.2% en yeguas estabuladas (Barbacini et al.,
1999). En México las estadisticas reportan una gestacién que va del 20%
(Fernandez-Reyes, 2008) al (50%) (Cortes-Vidauri et al., 2018). Es posible que la
tasa de gestacion asociada a la ubicacion geografica este intimamente relacionada
con el fotoperiodo y la activacion del eje hipotalamo hipdfisis gbnadas (Lincoln,

1984).

La edad también puede influir sobre la tasa de gestacion. Algunos estudios han
reportado una tasa gestacion yeguas jovenes (3-9 afios) sanas que oscila entre el
50-60% en cruza con semental fértil, mientras que en la yegua geriatra (12-17anos)

es de 30-40% (McCue, 2010).

En contraste, en México se reportan indices de fertilidad de solo un 20 % en yeguas
de raza cuarto de milla del valle centro de México (Fernandez-Reyes, 2008), lo cual
denota un problema real que afecta la reproduccion equina. Las posibles causas de

dicha fertilidad estan relacionadas con la posible incidencia de patologias
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reproductivas como la presencia de foliculos hemorragicos anovulatorios (HAF's,
por sus siglas en inglés haemorragic anovulatory follicles). Sin embargo, cualquiera
que sea la causa de la infertilidad en las yeguas mexicanas debe atenderse de la
mejor manera, promoviendo nuevas investigaciones al respecto que nos den
valores actualizados y que describan las fallas mas comunes en la fertilidad de la

yegua, asi como sus posibles soluciones.

2.4.1 Foliculos anovulatorios

Los foliculos anovulatorios persistentes en las yeguas se definen como la estructura
ovarica folicular que no logra la ovulacion, lo cual implica la retencién del ovocito
(McCue, 2000; Sudrez et al., 2017). Estos se manifiestan en presencia de foliculos
de 50.9+11.2 milimetros de diametro folicular deteniendo su ruptura hacia la fosa
ovulatoria y teniendo matices ecoicos por presencia de sangre en el liquido antral
(McCue y Squires, 2002). Durante el inicio y finalizacion de la temporada
reproductiva en la yegua se tiene registro de estos, ademas que causan poco control

del crecimiento folicular (Davies-Morel et al., 2010).

Con la presencia de foliculos anovulatorios también Ilamados foliculos
hemorragicos anovulatorios (HAF’s por sus siglas en inglés), la yegua manifiesta
signos tipicos del estro de manera repetida y prolongada; sin embargo; no logra
liberar el ovocito por lo cual no existira gestacion. Se tiene reporte que dichos
foliculos anovulatorios afectan negativamente la tasa de ovulacion (Gerard & Robin,

2019).
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En la mayoria de las yeguas los foliculos anovulatorios no se transforman en
estructuras luteas y, por ende, no produciran progesterona. Los HAF’s no suelen
responder a la aplicacion parenteral de prostaglandinas. En general estas
estructuras son pasajeras, por lo cual desapareceran en las tres semanas
posteriores a su apariciéon, en algunos casos se reportan segundos foliculos
dominantes secundarios que son ovulatorios, lo cual ayuda a la desaparicion de los
anovulatorios persistentes (McCue, 2000). Los HAF’s son comunes en yeguas de
edad avanzada; sin embargo, estan sujetos a presentarse durante el inicio de
actividad gonadal y también estan presentes en hembras puberes, estas tienen
reportes de repeticiéon del 50% durante la fase folicular tardia de la estacién
reproductiva (Cuervo et al.,, 2009). Respecto al origen de los HAF’'s aun se
desconoce su origen exacto, pero se considera que son resultado de ondas
ovulatorias espontaneas al haber sido inducidas y resultando una mayor incidencia

24% de estas estructuras (Ginther et al., 2008).

Otra causa puede ser asociado al uso inadecuado de hormonas inductoras de la
ovulaciéon (hCG y Deslorelina), a algunas anomalias cromosdmicas y a un estrés
nutricional (McCue, 2000; McCue y Squires, 2002). La aparicién espontanea de un
cuerpo luteo interfiriendo con la adecuada liberacion de prostaglandinas y su
prolongacion aumentando el periodo luteo también puede dar origen a un foliculo

luteinizante anovulatorio (Samper et al., 2007).

MVZ Jorge Barzilai Lara Castillo 32



Respuesta reproductiva en yeguas criollas del estado de Michoacdn tratadas con acetato de deslorelina

2.4.2. Incidencia de HAF's

Estudios previos (McCue y Squires, 2002), reportaron que, en USA, hubo una
incidencia de HAF’s de 8.2% en 1694 ciclos estrales estudiados. En otros estudios,
como los realizados por Ginther et al. (2008), se reportd una incidencia de 5% al
inicio y de hasta un 24% al término de la temporada reproductiva, lo que puede
afectar la tasa de gestacién y, en consecuencia, un menor numero de crias al final

de la gestacion.

Los HAF’s tienen una incidencia marcada, en un estudio hecho a 7 yeguas durante
10 afos y un total de 612 ciclos estrales se determind que el 85.7% de las yeguas
(6/7) manifestaron HAF’s durante el estudio, con una recurrencia del 100% durante
su vida reproductiva (Cuervo-Arango y Newcombe 2010). La incidencia en yeguas
de entre 6 y 10 anos es de un 13.1% y un 50% de reincidencia durante la misma
etapa reproductiva (McCue y Squirles, 2002: Love, 2002). En estudios previos se
reportd una incidencia de HAF’s en yeguas miniatura o ponys de 5% (Ginther, 2009;

Cuervo et al., 2010; Davies-Morel et al., 2010).
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2.5. Tratamientos inductores de ovulacion

En medicina, la palabra tratamiento o terapia viene del latin therapia, y este a su
vez del griego clasico B¢parreia, therapeia, que significa cuidado. Se define como el
conjunto de hechos o acciones que se aplican con la finalidad de curar o aliviar
patologias, signos o sintomas (Diccionario de la Real Academia Nacional de

Medicina de Madrid, 2012)

En el area de la reproduccion animal, y en particular en las yeguas, algunas
patologias ovaricas o uterinas, pueden ser tratadas con hormonas, ya sean
naturales o sintéticas, en administracion generalmente, parenteral, por ello es
necesario conocer la etiologia y poder aplicar el tratamiento que resulte de mayor
beneficio para mejorar la eficiencia reproductiva en esta especie (MacCue, 2000).

Las hormonas son proteinas con funcion especifica segregadas como sustancias
quimicas por las glandulas endocrinas del organismo, aunque también las hay del
tipo sintético que se desarrollan en laboratorios a través del cambio de moléculas
para lograr un efecto en determinado érgano o tejido siendo este su célula blanco o

célula diana (Ginther, et al., 2009; Suarez, et al., 2017).

Entre las hormonas mas utilizadas se encuentran: (1) Gonadotropina coridnica
humana (hCG), con resultados de 88.3% de ovulacion dentro de las primeras 48
horas de aplicada (McCue et al., 2007) y (2) Acetato de deslorelina (analogo de

GnRH) con 90.1% de ovulacién durante las primeras 48 horas (McCue et al., 2007).
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Finan et al. (2016), determinaron que la utilizacién de deslorelina en foliculos de

tamafio 230 mm mostraron una respuesta significativa 93.75% de ovulacién.

Estudios previos (Figueiredo et al., 2011), demostraron que tanto la hCG y el acetato
de deslorelina, influencian positivamente la fertilidad, observando una gestacién de
80% y 75 % cuando las yeguas fueron tratadas con deslorelina y hCG,
respectivamente. Respecto a la ovulacion; en el grupo tratado con la deslorelina se
observd nueve horas antes que en yeguas tratadas con hCG (36.6+7.0 vs
45.6+14.9, respectivamente), sin que las diferencias observadas entre ambos

tratamientos no fueron significativas.

Es posible que la mejor respuesta observada con la aplicacion de la deslorelina
(1339.48 dalton) en comparacién con la hCG, esté relacionada con el peso
molecular alto de esta ultima (36 000 a 40 000 daltons) y que influya en la yegua
promoviendo la generacion de anticuerpos en contra de esta hormona, otorgando
una menor confiabilidad en la segunda aplicacion para induccién del proceso de
ovulacion y una nula accion después de la tercera dosis consecutiva, aunque la
disponibilidad comercial de la hCG es mayor en México, su viabilidad con respecto

a la deslorelina no justifica su uso.

Aunque aparentemente ambas hormonas (acetato de deslorelina y hCG) se
comportaron de manera similar en cuanto a la tasa de fertilidad y tiempo de
ovulacion, es preciso considerar que el elevado peso molecular que varia entre 36

000 a 40 000 dalton de la hCG, pueda limitar la aplicacién continua, como
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coadyuvante para mejorar la eficiencia reproductiva en yeguas, debido a que su
peso molecular y su mayor contenido de acido sialico, puede promover la formacion

de anticuerpos, que limiten su actividad bioldgica (Velazquez, 2014).

2.5.1. Hormona Luteinizante recombinante

La hormona luteinizante recombinante (rLH) tiene una eficacia de > 80% sobre la
tasa de ovulacion (Samper, 2008), cuando se utiliza apropiadamente durante el ciclo

estral. No obstante, su uso es limitado debido a su reducida disponibilidad.

La mayoria de las investigaciones sobre el manejo reproductivo de las yeguas se
centra en el uso de prostaglandinas (Zamudio, 2005; Fragoso, 2007) y hCG (Yoon,
2012), asi como en el GnRH y sus analogos (Barrier-Battut et al., 2001; Camillo et
al., 2004). Existen nuevos tratamientos hormonales disponibles (McKinon, 2009),
como la hormona acetato de deslorelina, un analogo superagonista de la GnRH,
que se usa para reducir el tiempo de ovulacién y aumentar la fertilidad. Varias
investigaciones sefalan en de 55 a 60% en USA (Blanchar et al., 2002; Sauberli,

2013), 84.8% en Australia (Finan et al., 2016) y 75.2% en Brasil (Melo et al., 2012).

La hormona deslorelina o acetato de deslorelina (Figura 4) es una hormona analoga
de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH). Esta hormona es un acido
acético con una densidad de 1.48+0.1 g cm®y un pka de 9.82 + 0.15. sus sindnimos

son: H 4065; Deslorelin, H 4065, >99%:;(d-trp(sub6)-pro(sup9)-net)-gnrh;(d-
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trp(sub6)-pro(sup9)-net)-gonadotropinreleasinghormone;  (d-trp(sup6)-pro(sup9))-
Ihrhethylamide; (d-trp(sup6)-pro(sup9))-luteinizinghormone-
releasinghormoneethylamide;(d-trp(sup6)-pro(sup9)-net)-

gonadotropinreleasinghormon;bachem9022
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Figura 4. Estructura quimica de la hormona acetato de deslorelina.

La deslorelina esta aprobada para inducir la ovulacién en yeguas segun la FDA Se
le utiliza como anticonceptivo reversible a largo plazo en una variedad de especies
animales, como tratamiento para la enfermedad prostatica en perros machos y la
incontinencia en perras ovariectomizadas, asi como en la insuficiencia de la
glandula adrenal en hurones. En humanos, se le utiliza para tratar a nifios con
pubertad precoz, y en adultos para carcinoma de préstata, dismenorrea, fibromas y

endometriosis (Romagnoli et al., 2009; Chavez et al., 2018).
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2.5.2. Hormona Gonadotropina Coriénica humana (hCG)

La hormona hCG (Figura 5) es una glucoproteina con funcién similar a la hormona
luteinizante, se sintetizada en los tejidos embrionarios y esta constituida por dos
cadenas de aminoacidos denominadas alfa (a) y beta (8); ambas estan unidas no
covalentemente por un puente sulfidrilo, que al ser separadas pierden su funcion
bioldgica al ninguna tiene actividad por si misma. Su secrecion esta relacionada a
la masa de tejido trofoblastico, siendo correlacionada con la extension trofoblastica

(Velazquez, 2014).

o)

Figura 5. Estructura quimica de la hormona gonadotropina coriénica humana.

El uso de la hCG, como agente inductor de ovulaciéon en yeguas, se remonta a los
afnos 30°s (Day, 1939), desde entonces se han desarrollado diversos estudios en
su via de aplicacion (endovenosa o intramuscular) o en la dosis utilizada (1000 hasta
4000 Ul) via. Sin embargo, por su naturaleza glucoproteina y de alto peso molecular
(36 a 40 mil daltones), la aplicacién repetida de hCG puede estimular la produccién

de anticuerpos contra la hormona, lo que significa entonces que, en
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administraciones posteriores, la hormona tendria un efecto de antigeno, siendo
neutralizada por los anticuerpos por lo que su actividad biolégica seria nula (Sullivan

et al., 1973).

MVZ Jorge Barzilai Lara Castillo 39



Respuesta reproductiva en yeguas criollas del estado de Michoacdn tratadas con acetato de deslorelina

2.6. Nutricion en la reproduccidén

La nutricidn de las yeguas es importante en la reproduccién, ya que si la nutricion
esta limitada o adolece de un adecuado manejo la yegua no sera capaz de
establecer y mantener la gestacion. Normalmente, las yeguas que, al inicio de
temporada reproductiva se encuentran con un buen estado corporal, dan origen a
ciclos estrales regulares en forma temprana e incrementan las tasas de gestacion.
En cambio, las que tienen una condicion corporal menor aumentan sus

probabilidades de disminuir su rendimiento reproductivo (Henneke et al., 1984).

La yegua requiere ser alimentada para cubrir sus requerimientos nutricionales con
alimento del 8-10% de su peso vivo manteniendo una relacién mayor en forraje que
concentrado dependiendo de su actividad fisica y fin zootécnico (Van Niekerk,
1997); sin embargo, los requerimientos particulares en macro o microelementos en
la especie equina, son variables dado que dependen de la edad, altura, peso, fin
zootécnico, actividad fisica, entre otros aspectos que limitan estandarizar
requerimientos especificos para la yegua, por ello, una forma practica y aceptada a
nivel mundial, es evaluar la condicion corporal de la yegua. En este sentido, se hace
uso de la escala de Henneke (1984) utilizada en caballos cuartos de milla y caballos
livianos (Tabla 1), donde 1 es caquéxico y 9 es muy obeso, pero para la
reproduccion la condicion corporal ideal en la yegua se encuentra entre 5

(moderado) y 6 (moderadamente gordo) puntos.
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Tabla 1. Escala de condicién corporal del caballo (Henneke, 1984).

1

Caquéxico
Muy delgado
Delgado
Moderadamente
delgado
Moderado
Moderadamente

gordo

Gordo

Obeso

Muy obseso

Costillas, raiz de la cola, tuberosidad coxal e isquiatica muy prominentes,
estructuras 6seas, cruz, hombro, cuello demasiado notable, se palpan
tejidos sin grasa

La base de las vértebras y apofisis transversas y lumbares se palpan
redondeadas, costillas, raiz de la cola, tuberosidad coxal e isquiatica
prominentes, cruz, hombros muy distinguibles.

Grasa entre las protuberancias de las vértebras; las apofisis transversas
no se palpan, tiene cobertura de grasa sobre las costillas; la tuberosidad
isquiatica no se distingue; la cruz, los hombros y el cuello acentuado
Costillas débilmente distinguibles, raiz de la cola prominente. La
tuberosidad coxal no es distinguible, cruz, hombro y cuello no estan
descarnados.

Lomo aplanado, las costillas no se distinguen, pero se palpan, puede
notarse grasa alrededor de la cola principalmente, la cruz aparece
redondeada, el hombro y el cuello estan fusionados uniformemente.
Grasa sobre las costillas, grasa blanda alrededor de la raiz de la cola;
depodsito de grasa principalmente a los lados de la cruz, detras de los
hombros y a lo largo del cuello

Posibles pliegues en el lomo; las costillas se pueden palpar
individualmente, pero se nota que entre ellas hay acumulo de grasa, hay
grasa alrededor de la base de la cola; se encuentran depdsitos de grasa
a lo largo de la cruz, hombros y cuello.

Arrugas bajo el lomo, dificultad para palpar las costillas, grasa muy blanda
alrededor de la raiz de la cola, el area alrededor de la cruz esté llena de
grasa, también detras del hombro; hay notable engrosamiento del cuello,
grasa depositada a lo largo de la cara interna del muslo.

Arrugas bajo el lomo, aparecen parches de grasa sobre las costillas,
prominencia alrededor de la raiz de la cola, a lo largo de la cruz, detras
del lomo, y a lo largo del cuello, grasa a lo largo de la cara interna de los
muslos que pueden friccionarse continuamente, flancos llenos de grasa.
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I1l. JUSTIFICACION

La infertilidad de la yegua representa pérdidas econdémicas en el sector ecuestre
cada afio (Ebert y Riese, 1986, Coutinho da Silva, 2008, Barker, 2020). Si bien, la
infertilidad puede ser provocada diversos factores, tales como un mal estado
nutricional, el estrés constante provocado por malas condiciones de manejo y
alojamiento, entre otras que pueden afectar la capacidad de ovulaciéon o
rompimiento folicular, lo que limita la capacidad para la fertilizacién y el no

establecimiento de la gestacion. (Ginther et al., 2004).

Dentro de las patologias mas comunes de la ovulacidon se encuentran el hematoma
ovarico que es resultado de una hemorragia excesiva post ovulacion y los foliculos
anovulatorios, también llamados foliculos hemorragicos anovulatorios (HAF’s) o
foliculos luteinizados sin romper (LUF) (McCue, 2000; Cuervo-Arango y Newcombe,

2012).

Los foliculos anovulatorios (HAF’s) comprenden el 80% de las fallas de la ovulacion
en las yeguas (McCue, 2000) y representan una de las causas mas frecuentes e
infertilidad temporal en la yegua, por ello es indispensable buscar una alternativa
para eficientizar la reproduccion de la yegua disminuyendo su incidencia y
determinando una estrategia de tratamiento hacia el problema que represente una
disminucion a las pérdidas econdmicas en el sector ecuestre (McCue, 2000).

La mayor incidencia de HAF’s de yeguas ocurre entre los 6 y 10 afios (13.1%) de

edad, edad en la que dependiendo el fin zootécnico del ejemplar inicia su etapa
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reproductiva, en base en lo anterior planteado, se requiere, una estrategia para
mejorar la reproduccion asistida en dichas yeguas, garantizando asi una vida

reproductiva mas prolongada y eficiente.

En México se desconoce, la incidencia de los HAF's, quiza porque en la practica
clinica, los casos se atienden como se presentan, con diferentes tipos de productos
que pueden no ser los adecuados para tratar el problema reproductivo asociado a
una falla en la ovulacion, por ello es necesario poner de manifiesto la incidencia del
problema y plantear estrategias de tratamiento que permitan incrementar el

porcentaje de yeguas gestantes durante el afno.

Existen diferentes tratamientos para la induccién de la ovulacion; sin embargo, en
base a los resultados obtenidos por multiples autores (Ginther et al., 2008; Lanna et
al., 2010), se plantea que la mejor alternativa para la inducciéon a la ovulacioén,
tratando asi por consecuente a los HAF’s, estan relacionados con los analogos de
la GnRH, como es el acetato de deslorelina, el cual, una vez administrado, tiene un
efecto sobre lo gonadotrofos de la hipdfisis, estimulando la sintesis y por ende la

liberacion de la Hormona Luteinizante.

3.1 Problema de investigacién

La presencia de los foliculos anovulatorios, también llamados foliculos
hemorragicos persistentes, representan un factor que limita la fertilidad de la yegua
lo que provoca una reduccién en el porcentaje de concepcion y tasa de paricidon en

las cuadras de caballos, disminuyendo el numero de crias destinados a las
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diferentes funciones zootecnias. Por esta razén en el presente documento se evalua
el efecto del acetato de deslorelina, un analogo sintético de la GnRH, como
tratamiento de foliculos hemorragicos anovulatorios, tasa de ovulacion, tiempo de
ovulacion, crecimiento folicular diario, asi como la tasa de gestaciéon en yeguas

criollas del estado de Michoacan.

3.2 Pregunta central de investigacion

¢La administracion de la hormona acetato de deslorelina, sera eficaz como
tratamiento de los foliculos hemorragicos anovulatorios para inducir a la ovulacion
y mejorar algunos indicadores reproductivos en yeguas criollas del estado de

Michoacan?

3.3 Hipotesis

La aplicacion de la hormona acetato de deslorelina a yeguas criollas en el estado
de Michoacan reduce la presencia de foliculos anovulatorios, mejorando la tasa de

ovulacion y fertilidad.
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V. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general
Evaluar la respuesta reproductiva en yeguas criollas del estado de Michoacan

tratadas con acetato de deslorelina.

4.2. Objetivos especificos
1. Evaluar la incidencia de foliculos anovulatorios en yeguas criollas del estado
de Michoacan.
2. Evaluar el efecto de la aplicacion del acetato de deslorelina sobre la eficiencia

reproductiva de yeguas criollas en el estado de Michoacan.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Area de estudio

El presente estudio se realiz6 en la comunidad de Santa Clara de Valladares
perteneciente al municipio de Tocumbo (Figura 6) en el estado de Michoacan
localizado al Oeste del estado, en las coordenadas geograficas 102°31°19"" de
longitud oeste y 19°42°10°"'de latitud norte y una altitud de 1604 msnm, una
precipitacion pluvial promedio de 800 - 1300 mm por afio, con clima subhumedo con
lluvias en verano, y una temperatura que oscila entre los 16 — 26°C. Limita al norte
con Villamar, al noreste con Tinguindin, al este y sur con Los Reyes, y al oeste con
el Estado de Jalisco. Su distancia a la capital del Estado es de 196 km (INEGlI, 2009,

INAFED, 2010)

Localidades e Infraestructura para el Transporte

JALISCO

Escala Grafica

}") gl [Kliomatros)

Figura 6. Mapa de la localidad de santa clara Tocumbo Michoacan (INEGI, 2009).
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5.2 Animales

En el estudio se utilizaron 10 yeguas criollas, las cuales tenian una edad entre 3 y
11 afos, un peso vivo que oscild entre 350 a 450 kilogramos, alzada a la cruz entre
de 1.55 - 1.65 metros y una condicién corporal de 4 a 6 puntos en la escala de
Henneke (1984), ninguna de ellas estaba amamantando y tampoco tenian historial

de problemas reproductivos previos.

Las yeguas fueron alimentadas con una misma dieta, tomando como base el 8%
del peso vivo de la hembra, considerando una concentracién de 80:20, de forraje,
concentrado, respectivamente. El forraje fue heno de avena y el alimento comercial

jornalero de manzana de la marca el nogal como concentrado.

5.3 Tratamientos hormonales

Antes de iniciar el procedimiento experimental, las yeguas fueron sometidas a una
revision ecografica diagndstica con un equipo de ultrasonido transrectal de 7.5 MHz
para conocer su estado reproductivo, ovarico y uterino. Todas las hembras fueron
tratadas con una dosis de 5 ml de prostaglandina (PGFz« Lutalyse, Zoetis NZ), para
sincronizar el ciclo estral mediante la lisis del cuerpo luteo, e iniciar el desarrollo de
la fase folicular en un mismo tiempo y obtener condiciones ovaricas homogéneas.

Posteriormente, las hembras fueron distribuidas en dos grupos: Grupo control (GC
n=5) el cual recibié la aplicacion, por via intramuscular (im) de 1 ml de agua destilada
como placebo y el grupo experimental (Gdes; n=5) el cual recibié la aplicacion, i.m.,

de 1.5 mg de la hormona clorhidrato de deslorelina. En ambos grupos, la aplicacion
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del placebo o la hormona se realizé cuando el foliculo dominante alcanzé un

diametro =235 mm.

Cuando las hembras de ambos grupos, una vez ocurrida la ovulacién se
encontraban en la fase lutea y con la presencia de un cuerpo luteo funcional (dia 9
del ciclo estral) recibieron una dosis de 2 ml por via i.m., de prostaglandina natural
Dinoprost (Prostaglandina PGFzq, Lutalyse, Zoetis NZ) con la intencién de dar
continuidad al desarrollo folicular.

5.4 Revision ovarica

La revision ovarica de las yeguas de ambos grupos se realizé con un ultrasonido
(US) de 7.5 Mhz (Sonoescape S23, USA), a intervalos de 24 h para determinar la
tasa de crecimiento folicular por dia y previo al momento de la ovulacién la revision

se realiz6 a intervalos de 6 h.

Laincidenciade foliculos hemorragicos anovulatorios (%) se establecié cuando
a la observaciéon con el US, un foliculo mostraba signos de hemorragia interna
formado el estigma folicular, pero sin que la ovulacién tuviera lugar.

Para evaluar la eficiencia reproductiva se incluyeron, el crecimiento folicular por dia,
diametro folicular a la ovulacion, tiempo a la ovulacion después de la aplicaciéon de

la hormona y la tasa de ovulacion y fertilidad general.

El crecimiento folicular por dia (mm) se evalué colocando el cursor del US en

forma de cruz desde los bordes superior e inferior y derecho e izquierdo de cada
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foliculo > 35 mm para registrar el diametro en cada dia de evaluacion, el crecimiento

folicular por dia se calculd, restando el diametro actual al del dia previo.

Una vez que se observo el estigma en el foliculo de Graff, la revision ecografica se
realizo a intervalos de 6 h, registrando en una bitacora de trabajo el diametro a la
ovulacion (mm) y el tiempo de ovulacion (h) fue considerado como el tiempo
transcurrido entre la aplicacion de la hormona hasta el rompimiento folicular y se
determind cuando se observé la fosa ovulatoria acompafiada de la presencia de

cuerpos hemorragicos y con la aparicion de uno o mas cuerpos luteos.

Por otra parte, la tasa de ovulacién (%), fue considerada como numero total de
foliculos lograron la ovulacion en cada uno de los ciclos estrales evaluados en las
yeguas de ambos grupos, multiplicado por 100 y dividido entre el numero de

foliculos dominantes que desarrollaron sobre la superficie del ovario

El edema uterino fue evaluado de acuerdo con la escala de Samper (1997), en

escala de 0 a 5 (Tabla 2)

Tabla 2. Grados de edema uterino en la yegua (Samper, 1997).

Puntaje Descripcién
0 Sin edema, eco textura 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 utero.
4 Maxima cantidad normal de edema en utero, a vece poca cantidad

de fluido libre en lumen, mayor edema en cuerpo uterino.
Edema uterino anormal, irregular y desorganizado.

(&)}
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La fertilidad, correspondio al porcentaje de hembras gestantes; para ello las yeguas,
al finalizar la evaluacion del ciclo estral, fueron inseminadas con semen fresco
proveniente de garafones de fertilidad probada. El diagndstico de gestacion se
realizd mediante la observacion, con ultrasonido, de la vesicula embrionaria en el

dia 16 después de la inseminacion artificial.

5.5 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de las variables dependientes tales como incidencia (%)
de foliculos anovulatorios y tasa de ovulacién (%), fueron sometidos a una prueba
de X2, en un cuadro de contingencia 2x2. Adicionalmente, para determinar si existio
un efecto del tratamiento sobre la tasa de crecimiento folicular por dia (mm), el
diametro folicular a la ovulacion y tiempo (h) a la ovulacién, los resultados se
sometieron a una prueba de medidas repetidas en un modelo mixto, donde la yegua
fue el efecto aleatorio, el tratamiento el efecto fijo y el ciclo estral de cada yegua
fungid6 como medida repetida. La comparacion entre tratamientos se realizo
mediante la prueba de Tukey. El valor de significancia considerado fue p<0.05 y

todos los analisis se realizaron en el paquete estadistico SAS (SAS, 2013).
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VI. RESULTADOS

Los resultados encontrados para incidencia de foliculos anovulatorios (Figura 7)
fueron 25.58% (11/43 estros observados) en yeguas del grupo control respecto a
las tratadas con acetato de deslorelina en las cuales se observo solamente el 5.8%
(2/34 estros tratados), las diferencias observadas entre ambos grupos fueron

estadisticamente significativas (X?=3.83).

30
25
20
15

10

Incidencia de HAF's (%)

Control Acetato de deslorelina
Tratamientos

Figura 7. Incidencia (%) de foliculos anovulatorios persistentes (HAF's) en yeguas criollas en el
estado de Michoacan tratadas con acetato de deslorelina (X2= 3.83). La letral sobre la barra indica
diferencia significativa entre tratamientos.

Los resultados para el de crecimiento folicular diario en yeguas criollas del Estado
de Michoacan (Figura 8) fue de 2.42+0.16 mm para el grupo en tratamiento, en
contraste en el grupo control el crecimiento fue de 2.15+0.19 mm; sin que se
observaran diferencias significativas ni por efecto del tratamiento ni en el ciclo estral

(p>0.05).
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Figura 8. Crecimiento folicular por dia (mm) en yeguas criollas en el estado de Michoacan tratadas
con acetato de deslorelina (p>0.05).

Los resultados estadisticos obtenidos, no denotan diferencias significativas en el
diametro folicular a la ovulacion (p>0.05) encontrando un promedio folicular de
44.08+0.63 mm y 44.94+0.78 mm en yeguas sometidas a tratamiento hormonal y
grupo control, respectivamente (Figura 9).
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Figura 9. Diametro (mm) folicular a la ovulacién en yeguas criollas en el estado de Michoacan
tratadas con acetato de deslorelina (p>0.05).
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Los resultados para el tiempo transcurrido en horas (Figura 10), desde la aplicaciéon
de la hormona con presencia de foliculos 235mm de diametro hasta su ovulacién,
fueron de 39.45+2.95 h para el tratamiento mientras que para el grupo control fueron
de 89.47+3.62 h. Las diferencias observadas entre ambos grupos fueron

estadisticamente significativas (p<0.01).
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Figura 10. Tiempo a la ovulacién (h) en yeguas criollas en el estado de Michoacan tratadas con
acetato de deslorelina (p<0.01).

Con base a los resultados encontrados en el presente estudio (Tabla 3) las yeguas
tratadas con hormona acetato de deslorelina aplicada en presencia de diametro
folicular 235 milimetros, presentaron una tasa de ovulacién fue de 94.11% (32/34
ciclos estrales), mientras que de manera natural fue de 74.41% (32/43 ciclos
estrales observados), las ovulaciones fueron confirmadas con la presencia del
cuerpo luteos. En este sentido, se establece que la hormona afectd

significativamente (X?=4.76) por la tasa de ovulacion.
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Tabla 3. Relacion entre el reporte de ciclos naturales y de hormona.

Reporte de ciclos

Grupo control

Grupo acetato de deslorelina

Total de foliculos

observados

Foliculos ovulados

Total de foliculos

observados

Foliculos ovulados

43

32 (74.41 %)°

34

32 (94.11%)P

La fertilidad en las yeguas servidas post ovulacién inducida con la hormona fue de

un 85.71% (6/7) del total de las yeguas al primer servicio.
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VIIl. DISCUSION

La incidencia de HAF's observada en el presente estudio, fue similar a lo reportado
por Ginther et al. (2008), quienes observaron un 24% durante la temporada
reproductiva en yeguas cuarto de milla americanas. En el mismo sentido, Lefrancy
Allen (2003), observaron en la Universidad de Cambridge, una incidencia de HAFs
22.2 % en yeguas. Por el contrario, otros autores (Ginther y Pierson, 1989; McCue
y Squirels, 2002) observaron una incidencia de HAF's menor al 10%, durante la
temporada de transicién. Otros estudios, como los realizados por Cuervo-Arango y
Newcombe (2010), observaron un efecto de la edad sobre la incidencia de HAF's
de 13.1% en yeguas de 6-10 afos; mientras que, en yeguas mayores de 10 afios,

la incidencia fue del 24%.

Existen diversos factores de riesgo que pueden predisponer la formacion de
foliculos anovulatorios persistentes, tales como el momento en la temporada
reproductiva, la edad y la utilizacién de sustancias exdégenas y hormonales (Ginther

et al., 2008).

La yegua es una especie con reproduccién estacional y tiene un periodo de
transicion ovarica en primavera entre el anestro de invierno y la renovacion de su
ciclicidad durante la estacion reproductiva. Durante la transicién de primavera, las
concentraciones de LH son bajas, posiblemente causadas por el efecto de la
melatonina bloqueando la hormona liberadora de gonadotropinas (Lincoln, 1984).

Lo anterior explica porque lass yeguas pueden presentar ondas foliculares

MVZ Jorge Barzilai Lara Castillo 55



Respuesta reproductiva en yeguas criollas del estado de Michoacdn tratadas con acetato de deslorelina

anovulatorias, que pueden incluso, alcanzar el tamano de los foliculos
preovulatorios y convertirse en HAF’s con mayor predisposicion (Watson y Al-Zi’abi,

2002).

Con respecto a la edad, existen cambios degenerativos asociados con la edad en
la yegua, la posible causa de las fallas ovulatorias asociadas a esta condicion se da
a partir de la alteracidon en la sintesis de la enzima glutation peroxidasa, enzima
encargada de la eliminacion de especies reactivas a oxigeno (Cisneros-Prego et al.,
1997). Si esta hormona se encuentra restringida, los ovocitos y las células de la
pared del foliculo pierden elasticidad, es decir la capacidad para responder a la
colagenasa, enzima encargada de lisar el colageno o “cemento de las células”,
limitando parcialmente el efecto de la hormona LH sobre las células de la teca
interna permitiendo que solo adelgace las paredes del foliculo (Ginther y Beg, 2011;
Vanderwall, 1989), hecho que aun con el efecto fisico de la ovulacién no es capaz
de romper la pared folicular y liberar el material genético, dando origen asi al foliculo

anovulatorio (Morel et al., 2005).

El uso de agentes exdégenos y hormonales con intencion de inducir a la ovulacién
como la LH o analogos del GnRH han tenido como resultado alteraciones
ovulatorias y/o formacion de HAF's. (Cuervo-Arango y Newcombe, 2010). Estudios
previos realizados por Schauer et al. (2013), planteaban que la hormona LH no
interrumpid los patrones de crecimiento folicular ni la ovulacion; sin embargo, si
alterd los factores del fluido folicular que podrian interrumpir la maduracién de los

ovocitos o foliculos. Lo anterior sugiere la posible formacion de HAF’s por influencia
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de la hormona LH o por la utilizacion de protocolos con prostaglandinas. Una vez
que se administra la prostaglandina, ésta promueve una disminucion en los niveles
de progesterona después de la lutedlisis y permite un aumento prolongado de los
niveles de hormona luteinizante (LH) en una etapa mas temprana del crecimiento
folicular, lo que predispone al foliculo a un desarrollo posterior en Haf (Burden et.al.
2015). La hormona LH permite que, a través de la activacién de la matriz de las
metaloproteinasas y la activacion de plasmindgenos, se presente la remodelacion
tisular del foliculo ya que a mayor concentracion de E2 y LH se incrementa la
colagenasa lll en el estroma ovarico y disminuye la colagenasa | en la periferia del
foliculo dominante (Smok y Rojas, 2010). Esta hormona también tiene una
participacion estrecha con las prostaglandinas que se encargan de suscitar la

ovulacién con las COX Il (Cuervo-Arango y Martinez-Bovi, 2016).

La produccion de LH aumentada o fuera del tiempo de las 24-36 h previas a la
ovulacioén es la encargada de luteinizar estos foliculos permitiendo que haya una
infiltracion de células grasa a través de la pared del foliculo y, de esta manera, se

luteiniza, hecho que bloquea la salida del ovocito.

En el presente estudio, la aplicacién del acetato de deslorelina, fue eficaz para
reducir la incidencia de HAF’s en yeguas criollas en el estado de Michoacan, es
posible que su efectividad se debid a su efecto promotor la amplitud y frecuencia de
los pulsos de liberacion de la LH hipofisiaria, provocando la activacion de la
colagenasa y por ende desencadeno la ovulacion evitando la formacién de HAF 's.

(Squires et al., 1994)
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Crecimiento folicular por dia

La yegua provee un desarrollo unico en las especies monovulares. El desarrollo de
foliculos se caracteriza por el crecimiento periédico en mm que representan la
seleccion de un solo foliculo dominante, mismo que si es estimulado
adecuadamente, completara su desarrollo y, finalmente, ovulara un ovocito fértil.
Los resultados encontrados en este estudio son similares a los de Donadeu y
Pedersen (2008). Los resultados difirieron con los reportados por McCue et.al.
(2007), quienes observaron un crecimiento folicular diario de 2.1 a 4.3. Las
alteraciones en dicho crecimiento implican que el momento preciso de la ovulacion
no sea capaz de estimarse con certeza, ya que su comportamiento es impredecible
y pueden ovular de manera abrupta, por lo cual requieren de una mayor atencion
con respecto al momento de la ovulaciéon siendo monitoreadas ecograficamente

(Dordas-Perpinya, 2020).

Diametro folicular a la ovulacion

Uno de los factores frecuentemente utilizados como un criterio practico para
predecir la ovulacion en la yegua, es el didmetro folicular dado que es un método
simple y relativamente facil de monitorear cuando se cuenta con la experiencia en
el uso del ultrasonido (Cuervo-Arango y Newcombe, 2008). Los trabajos realizados
han evidenciado un rango de 34 a 70 mm en el diametro de foliculos preovulatorios
24 h previas a la ovulacion, donde la raza de la yegua, la condicion corporal y la
época del afo, juegan un papel importante, por ello se hace uso de tratamientos
hormonales y poder predecir el momento oportuno para dar servicio a la yegua e

incrementar la eficiencia reproductiva.
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Al respecto, Cuervo-Arango y Newcombe (2008) encontraron que el diametro del
foliculo preovulatorio disminuye cuando se aplica un tratamiento hormonal respecto
al diametro folicular de ovulacidén espontanea o natural. Estos autores reportaron
un diametro folicular de 44.1811.22 y 38.82+0.83 en yeguas con ovulacion
espontanea y tratadas con 1500 Ul de hCG. También observaron un diametro
folicular menor en yeguas tratadas con PGF2a (39.42+1.77 vs 47.77+2.00) con un
implante de 2.6 mg de deslorelina (34.25+£0.65 vs 40.92+1.38) con respecto a la

ovulacion natural.

El uso de los diferentes compuestos hormonales ha supuesto un diametro folicular
al momento de la ovulacién similar al observado en el presente estudio. Dolezel
et al. (2012), reportaron un diametro folicular entre 44 y 48 mm. Dordas-Perpinya et
al., 2020, no reportaron diferencias significativas en el diametro folicular de yeguas
tratadas con acetato de buserelina (6 mg) o con eCG (1500 Ul); éstas alcanzaron
un diametro folicular promedio de 40.98+0.55 mm y de 41.45+0.59 mm,
respectivamente. En este mismo estudio se realiz6 el tratamiento de yeguas con 3
0 6 mg de acetato de buserelina y tampoco se reportaron diferencias significativas
entre ambos grupos, encontrando un diametro folicular de 41.64+3.63 mm y

41.95+3.79 mm, respectivamente.

De igual manera Dordas-Perpinya et al. (2020), evaluaron la eficacia de diferentes
tratamientos hormonales en yeguas e incluyeron 01 mg de triptorelina, 1500 Ul de

hCG, 3, 2 y 1 mg de acetato de buserelina y observaron el diametro folicular por
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tratamiento a la ovulacion de 42.1+2.8, 43.114.2, 42.5+2.9, 42.6+2.8, 43.7+3.8 mm,
respectivamente, siendo diferentes (p<0.01) con respecto al diametro folicular en
ovulacioén espontanea el cual fue de 45.6+5.3 mm, media superior a los tratamientos

hormonales e incluso ligeramente superior a lo observado en nuestro estudio.

Algunos autores (Cuervo-Arango y Newcombe, 2008) han sefialado que los
tratamientos hormonales para inducir a la ovulacion disminuyen el tamafno del
foliculo preovulatorio en comparacion con la ovulacién natural, y aunque existe poca
informacion al respecto, es posible que el incremento en la concentracién de LH, ya
sea por la administraciéon de agonistas de GnRH como deslorelina, buserelina u
otros o bien por analogos como hCG, provocan una disminucion de la actividad
hipofisiaria para la produccion de hormona foliculo estimulante, limitando el
crecimiento folicular, permitiendo la ovulacion mas temprana que cuando se

mantiene el crecimiento folicular natural.

Tiempo a la ovulacion (h)

El tiempo transcurrido desde la aplicacion de la hormona deslorelina y otros
analogos del GnRH reducen significativamente el tiempo de ovulacién. En el caso
de que se utilicen yeguas con el diametro folicular igual o mayor que 35 mm, se
podria observar un incremento en los niveles de LH en las primeras horas post
aplicacion. Miki et al. (2016) observaron un incremento en la LH dentro de las
primeras 6 a 24 h de aplicacién en yeguas de tiro pesado en contraste con los picos
de LH reportados 1 a 2 dias después de la ovulacidén segun los patrones normales

reportados para yeguas (Meinecke et al., 1987). Esto disminuye la posibilidad de
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luteinizar el foliculo preovulatorio e infiere positivamente en la disminucion de

foliculos anovulatorios.

Tasa de ovulacion

Los resultados obtenidos en el presente estudio para la tasa de ovulacion son
similares a los reportados por Finan et al. (2016), quienes trabajaron con yeguas
nativas de Australia observando un 93.7% de ovulacién utilizando un implante
subcutaneo de 1.2 5mg de deslorelina. Los resultados obtenidos en el presente
estudio, con respecto a la ovulacién, son similares a los obtenidos en diferente
posicion geografica y raza de las yeguas, hecho que podia predecirse ya que la
hormona y sus analogos demostraron resultados positivos comprobando su
respuesta terapéutica sobre los gonadotrofos por su efecto analogo de la LH

(D’Oliveira, et.al. 2019).

Fertilidad

En el presente estudio el resultado de la fertilidad de las yeguas no se analizd
estadisticamente, ya que todas las yeguas (n=7), en el ultimo ciclo, fueron
sometidas a una aplicacion de la hormona deslorelina y respondieron con una
conducta estral y fueron servidas, por peticion de los propietarios, por monta directa
o por inseminacién artificial, usando semen fresco o semen congelado. El pequeno
tamano de muestra mas los diferentes tipos de servicio y la falta de yeguas en
ambos grupos comprometen los resultados estadisticos. No obstante, el porcentaje
de gestacion total obtenido es superior al 70%, lo que hace suponer que la

aplicacién del acetato de deslorelina y su efecto sobre la disminucién de la
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incidencia de HAF’s, promovio el rompimiento u ovulaciéon de un mayor numero de
foliculos teniendo una mayor cantidad de ovocitos disponibles para su posterior

fecundacion.
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VIIl. Conclusioén

La administracion de la hormona acetato de deslorelina mejoré la respuesta
reproductiva en yeguas criollas del estado de Michoacan, al reducir la incidencia de

HAF’s, incrementar la tasa de ovulacion y reducir el tiempo a la ovulacion.
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