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e Resumen en espafiol: Para obtener el maximo numero de ciclos a lo largo de la
temporada reproductiva, evitar prefieces no deseadas y posibles endometritis, la fase
litea de las yeguas donantes de embriones se acorta tras el lavado uterino para
recuperacion embrionaria. Esto se consigue tratando a la donante con prostaglandina
F2a (PGF2a) o sus analogos (PGF), desencadenando la lutedlisis y acortando el
intervalo interovulatorio (110). Algunos autores han sugerido que la manipulacién del
cuello uterino y/o del Utero durante el lavado embrionario puede provocar la liberacion
enddgena de oxitocina y/o PGF2a, con la consiguiente alteracion de la funcion lutea,
disminucion de los niveles séricos de progesterona y acortamiento del ciclo estral;
mientras que otros reportan ausencia de cambios o incluso la prolongacion de la
duracion del ciclo tras el lavado de recuperacion embrionaria. El propoésito de este
estudio fue el de evaluar los efectos del lavado uterino para recuperacion embrionaria
en yeguas tratadas y no tratadas con PGF sobre los niveles séricos de progesteronay el
intervalo interovulatorio. Se analizaron 26 ciclos correspondientes a 6 yeguas donantes
de embriones de Raza Arabe, de 4 al15 afios de edad, durante dos temporadas de cria.
Las yeguas fueron inseminadas y a los 8 0 9 dias pos ovulacion se realizo el lavaje
uterino para recuperacién embrionaria utilizando Ringer lactato. Tras el lavado, las
yeguas se dividieron en 2 grupos: Grupo 1 (n=9) tratado con dI-Cloprostenol y Grupo 2
(n=17) sin tratamiento. Se extrajeron muestras de sangre de cada yegua el dia del lavado
uterino para recuperacion embrionaria y 48 horas después, el suero se almacené
congelado a - 17 °C hasta su analisis mediante un kit ELISA de progesterona (DRG
Instruments, Marburg, Alemania). En el presente trabajo se observé una disminucion
significativa de las concentraciones plasmaticas de progesterona en las yeguas del
Grupo 1 (12,08 + 3,91 ng/ml en el momento del lavaje uterino para recuperacion
embrionaria frente a 0,7 + 0,28 ng/ml a las 48h, p<0,001), pero no en las del Grupo 2
(12,62 + 4,76 ng/ml en el momento del lavaje uterino para recuperacién embrionaria
frente a 10,89 + 3,57 ng/ml a las 48h, p=0,549). El 110 fue mas corto en las yeguas del
Grupo 1 que en las del Grupo 2 (18,56 + 1,94 vs. 20,94 + 1,84 dias, respectivamente;
p=0,006). No se observaron diferencias significativas en el diametro de los cuerpos
luteos ni en el fluido uterino entre los dos grupos. En base a los resultados obtenidos en
este estudio, se determin6 que la manipulacion del tracto reproductivo durante el lavado
uterino para la recuperacion embrionaria no resulta en una liberacion enddgena de
PGF2a que sea suficiente para provocar la lutedlisis o causar una disminucién

significativa de los niveles séricos de progesterona en yeguas donantes de embriones.

e Resumen en inglés: In order to obtain the maximum number of cycles throughout the
breeding season, avoid unwanted pregnancies and possible endometritis, the luteal
phase of donor mares is shortened after embryo flushing. This is achieved by treating
the donor with prostaglandin F2a (PGF2a) to induce luteolysis and hence shorten the
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interovulatory interval (10I). It has been suggested that cervix and/or uterus
manipulation during embryo flushing may result in endogenous PGF2a and/or oxytocin
release, resulting in altered luteal function, with a consequent decrease in serum
progesterone levels and shortening of the oestrous cycle. Other authors have reported
no differences in progesterone level nor cycle length following embryo flushing. The
aim of this study was to evaluate the effects of embryo flushing with or without
administration of PGF2a on serum progesterone levels and 101 in donor mares. Over
two breeding seasons, 26 oestrous cycles of six Arabian donor mares, aged 4 to 15 years
were studied. Inseminated mares were flushed on day 8 or 9 post ovulation using
lactated Ringer’s solution (LRS) and a standard closed system for embryo flushing
technique. After flushing the mares were divided into 2 groups; Group 1 (n=9) were
treated with dI-Cloprostenol and Group 2 (n=17) were untreated. Blood samples were
collected on the day of embryo flushing and 48h later and the serum was stored frozen
until further analysis using a progesterone ELISA kit (DRG Instruments, Marburg,
Germany). A significant decrease in plasma progesterone concentrations was observed
in Group 1 mares (12.08 + 3.91 ng/ml at flushing vs 0.7 £ 0.28 ng/ml at 48h, p<0.001)
but not in Group 2 (12.62 + 4.76 ng/ml at flushing vs 10.89 + 3.57 ng/ml at 48h,
p=0.549). The 101 was shorter in Group 1 compared to Group 2 mares (18.56 + 1.94 vs.
20.94 + 1.84 days, respectively; p=0.006). No significant differences were observed in
the diameter of the corpus luteum (CL) or amount of uterine fluid. Based on the results
of this study, manipulation of the reproductive tract during embryo flushing does not
result in an endogenous release of PGF2a sufficient to induce luteolysis or a significant
decrease in serum progesterone levels in embryo donor mares.
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RESUMEN

Para obtener el méximo numero de ciclos a lo largo de la temporada reproductiva, evitar prefieces no
deseadas y posibles endometritis, la fase IUtea de las yeguas donantes de embriones se acorta tras el
lavado uterino para recuperacion embrionaria. Esto se consigue tratando a la donante con
prostaglandina F20. (PGF2a) 0 sus andlogos (PGF), desencadenando la lutedlisis y acortando el
intervalo interovulatorio (110). Algunos autores han sugerido que la manipulacion del cuello uterino
y/o del tero durante el lavado embrionario puede provocar la liberacién enddgena de oxitocina y/o
PGF20, con la consiguiente alteracion de la funcion IGtea, disminucion de los niveles séricos de
progesterona y acortamiento del ciclo estral; mientras que otros reportan ausencia de cambios o incluso
la prolongacion de la duracion del ciclo tras el lavado de recuperacion embrionaria. El propdsito de este
estudio fue el de evaluar los efectos del lavado uterino para recuperacién embrionaria en yeguas
tratadas y no tratadas con PGF sobre los niveles séricos de progesterona y el intervalo interovulatorio.
Se analizaron 26 ciclos correspondientes a 6 yeguas donantes de embriones de Raza Arabe, de 4 a15
afios de edad, durante dos temporadas de cria. Las yeguas fueron inseminadas y a los 8 0 9 dias pos
ovulacion se realizo el lavaje uterino para recuperacion embrionaria utilizando Ringer lactato. Tras el
lavado, las yeguas se dividieron en 2 grupos: Grupo 1 (n=9) tratado con dI-Cloprostenol y Grupo 2
(n=17) sin tratamiento. Se extrajeron muestras de sangre de cada yegua el dia del lavado uterino para
recuperacion embrionariay 48 horas después, el suero se almacen6 congelado a - 17 °C hasta su analisis
mediante un kit ELISA de progesterona (DRG Instruments, Marburg, Alemania). En el presente
trabajo se observd una disminucion significativa de las concentraciones plasmaticas de progesterona
en las yeguas del Grupo 1 (12,08 + 3,91 ng/ml en el momento del lavaje uterino para recuperacion
embrionaria frente a 0,7 + 0,28 ng/ml a las 48h, p<0,001), pero no en las del Grupo 2 (12,62 + 4,76
ng/ml en el momento del lavaje uterino para recuperacion embrionaria frente a 10,89 + 3,57 ng/ml a
las 48h, p=0,549). EI 110 fue mas corto en las yeguas del Grupo 1 que en las del Grupo 2 (18,56 + 1,94
vs. 20,94 + 1,84 dias, respectivamente; p=0,006). No se observaron diferencias significativas en el
diametro de los cuerpos ltteos ni en el fluido uterino entre los dos grupos. En base a los resultados
obtenidos en este estudio, se determind que la manipulacion del tracto reproductivo durante el lavado
uterino para la recuperacion embrionaria no resulta en una liberacion endogena de PGF2a que sea
suficiente para provocar la lutedlisis o causar una disminucién significativa de los niveles séricos de

progesterona en yeguas donantes de embriones.
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ABSTRACT

In order to obtain the maximum number of cycles throughout the breeding season, avoid
unwanted pregnancies and possible endometritis, the luteal phase of donor mares is
shortened after embryo flushing. This is achieved by treating the donor with prostaglandin
F2a (PGF20a) to induce luteolysis and hence shorten the interovulatory interval (10I1). It has
been suggested that cervix and/or uterus manipulation during embryo flushing may result in
endogenous PGF2a and/or oxytocin release, resulting in altered luteal function, with a
consequent decrease in serum progesterone levels and shortening of the oestrous cycle. Other
authors have reported no differences in progesterone level nor cycle length following
embryo flushing. The aim of this study was to evaluate the effects of embryo flushing with
or without administration of PGF2a on serum progesterone levels and 101 in donor mares.
Over two breeding seasons, 26 oestrous cycles of six Arabian donor mares, aged 4 to 15
years were studied. Inseminated mares were flushed on day 8 or 9 post ovulation using
lactated Ringer’s solution (LRS) and a standard closed system for embryo flushing
technique. After flushing the mares were divided into 2 groups; Group 1 (n=9) were treated
with dI-Cloprostenol and Group 2 (n=17) were untreated. Blood samples were collected on
the day of embryo flushing and 48h later and the serum was stored frozen until further
analysis using a progesterone ELISA kit (DRG Instruments, Marburg, Germany). A
significant decrease in plasma progesterone concentrations was observed in Group 1 mares
(12.08 = 3.91 ng/ml at flushing vs 0.7 + 0.28 ng/ml at 48h, p<0.001) but not in Group 2
(12.62 £ 4.76 ng/ml at flushing vs 10.89 + 3.57 ng/ml at 48h, p=0.549). The 10l was shorter
in Group 1 compared to Group 2 mares (18.56 £+ 1.94 vs. 20.94 + 1.84 days, respectively;
p=0.006). No significant differences were observed in the diameter of the corpus luteum
(CL) or amount of uterine fluid. Based on the results of this study, manipulation of the
reproductive tract during embryo flushing does not result in an endogenous release of PGF2a
sufficient to induce luteolysis or a significant decrease in serum progesterone levels in

embryo donor mares.
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1 INTRODUCCION

La transferencia de embriones (TE) en equinos fue reportada por primera vez en los afos
70’ (Allen & Rowson, 1972,1975; Oguri & Tsutsumi, 1974) y no fue hasta la década del 90’
que alcanzo la escala comercial. Este retraso en la adopcién a gran escala de la técnica es
remarcable en comparacion con otras especies. Algunas de las causas se pueden resumir en
la consideracion inicial de esta técnica como un procedimiento esotérico, con pocas
posibilidades de aplicacion comercial, incluso dentro de la industria de los caballos
deportivos que no eran sangre pura de carrera (SPC). Mientras que la renuencia inicial de la
industria de la cria de caballos a adoptar la TE se debi6 en parte a limitaciones practicas (uno
de los principales cambios en la transferencia de embriones equinos fue la capacidad de
almacenar embriones a 5°C y enviarlos a una estacion centralizada para transferirlos a
yeguas receptoras) (Squires et al., 1999) , la aceptacion del método no se vio favorecida
debido a temores infundados, de que el rendimiento atlético de los potros producto de la TE
se veria influenciado por las capacidades de su madre sustituta y el conservadurismo
burocrético (Stout, 2006).

La TE finalmente logr6 una escala comercial a principios de 1990 en Argentina, donde se
desarroll6 como una alternativa para obtener descendencia de las mejores yeguas de raza
Polo Argentino, aprovechando una de sus mayores ventajas, evitar finalizar o interrumpir
las competencias deportivas de las donantes. Con el uso de esta técnica se pudo obtener
descendencia de yeguas que eran vendidas a otros paises en el pico de su carrera (Pashen et
al.,, 1993; Riera and McDonough 1993). Ademas, muchos registros genealdgicos
flexibilizaron las reglas que prohibian el registro de potros de TE o limitaba el registro a un

potro por madre genética por afio, lo que ayudo a disipar algunos de los temores iniciales.

En sus comienzos, los embriones eran transferidos de manera quirdrgica en el cuerno uterino
de la yegua receptora (Squires et al., 1982), pero rapidamente se hizo evidente que los
embriones equinos podian transferirse con éxito similar, sin cirugiay con mejores resultados
(Wilsher & Allen, 2004), utilizando una técnica aséptica y no traumatica a través del cuello
uterino en una yegua en diestro. De esta manera, la TE equina pudo instalarse como una

herramienta biotecnoldgica con amplios beneficios.

La TE permite recolectar un embrion a través de un lavaje uterino transcervical de una yegua

donante (previamente inseminada o servida naturalmente), 6 a 10 dias posteriores a la
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ovulacion. ElI embrion recuperado es transferido al Gtero de una yegua receptora,
previamente sincronizada con la donante, teniendo como principal objetivo de esta técnica,
que la donante no lleve a cabo la gestacion y sea la receptora la que asegure este proceso. La
TE es una potente biotecnologia reproductiva debido a que permite obtener: a) mas de una
cria por yegua por afio, disminuyendo el intervalo generacional b) embriones de yeguas
gerontes, que serén transferidos a receptoras jovenes con un mejor ambiente y calidad
uterina, ¢) embriones de yeguas subfértiles, d) embriones de yeguas en competicion, y e)
adelantos en la mejora genética debido a la posibilidad de utilizar diferentes sementales de
alto valor genético en un mismo afio ( Squires et al., 1999; Vanderwall & Ball, 2000;
Hartman, 2011).

Al comenzar cada temporada reproductiva, los programas de TE son sometidos a diferentes
desafios en busqueda de lograr mejores resultados por donante. Con la finalidad de obtener
un mayor namero de ciclos a lo largo de la temporada reproductiva y evitar prefieces no
deseadas, la fase lutea de la donante se acorta luego del lavaje embrionario (dia 6 a 9,5). La
donante es tratada con prostaglandina F2a (PGF2a) o sus anélogos (PGF), para reducir el
intervalo interovulatorio (110), buscando disminuir asi el tiempo hasta la proxima
oportunidad de obtener un embrion. En la mayoria de los casos la PGF es administrada de
rutina el dia del lavaje uterino, posteriormente al mismo, lo que ocasiona una disminucion
en los niveles séricos de progesterona a valores inferiores a 1ng/ml (Ginther & Beg, 2012).
De esta manera las yeguas retornan al estro en un periodo de tiempo inferior al que lo harian
si no fueran tratadas con PGF. La utilizacion de PGF con la finalidad de inducir lutedlisis y

adelantar el estro es la practica farmacoldgica mas comun en la manipulacion del ciclo estral.

La PGF2a y sus analogos son utilizados ampliamente en la clinica reproductiva equina para
modificar situaciones fisioldgicas o patoldgicas, donde es necesario acortar el diestro. Por
ejemplo, para el tratamiento de un diestro prolongado, para reducir el intervalo del diestro
en yeguas que no fueron inseminadas o se infectaron en el celo anterior, para sincronizar la
ovulacion para la TE, para estimular las contracciones uterinas en el caso de fluido uterino
y en el tratamiento de la endometritis. Ademas, la PGF2a se utiliza para inducir el aborto y
el parto (Nagel & Aurich, 2022), o como posible tratamiento para yeguas que rechazan a sus
potros (Barker et al., 2019). El uso de PGF es rutinario en la clinica reproductiva como
agente luteolitico, aunque previo a esto, la infusion con solucion salina era utilizada con el
mismo fin (Ginther & Meckley, 1972).
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Diversos estudios analizaron la liberacion de PGF2a en las hembras receptoras a las que son
transferidos los embriones, identificando este evento como una causa posible de fallo del
establecimiento de prefiez (Cuervo-Arango et al., 2018). La liberacion de PGF2a podria ser
el resultado de la manipulacion cervical y/o uterina (Koblischke et al., 2008a), aunque se
desconoce si la manipulacion uterina y/o cervical en la yegua donante es capaz de provocar
la lutedlisis per se. Debido a este interrogante, el presente trabajo se centrd en aportar datos
sobre los efectos del lavaje uterino en los valores séricos de progesterona en yeguas donantes
de embriones de raza arabe. El estudio de la manipulacién cervical y/o uterina sobre la
liberacion de PGF2a enddgena y su efecto sobre el ciclo estral es de importancia para poder
desarrollar nuevos protocolos que permitan acortar el 110 y obtener resultados més eficaces

en la manipulacion del ciclo.

Hasta el momento no se ha identificado si el proceso de lavaje uterino para la recuperacion
embrionaria en la yegua donante de embriones es capaz de causar lutedlisis en la misma. La
finalidad de este estudio es evaluar el efecto del lavaje uterino sobre los valores plasmaticos

de progesterona y sus efectos sobre el ciclo estral de la hembra donante de embriones.

1.1 Ciclo estral

El ciclo estral es el periodo que se extiende entre 2 ovulaciones consecutivas y posee 2 fases
bien definidas. La fase folicular, tiene una duraciéon media de 7.6 dias (+1.8) con un rango
de 2 a 12 dias (Ginther & Pierson, 1989) y se caracteriza por presencia de un foliculo
dominante, edema endometrial, receptividad al padrillo, y ausencia de CL activo (Samper,
2008). La fase lutea tiene una duracion media de 13.5 dias (£1.6) con un rango de 12 a 16
dias y se caracteriza por ausencia de edema endometrial, sin receptividad al padrillo,
presencia de un CL visible, activo y niveles de P4 > 1ng/ml. Estos pardmetros permiten
identificar facilmente la fase reproductiva en la que se encuentra la yegua, debido a los
cambios tipicos que ocurren en el tracto reproductivo. La duracion media de un ciclo estral
o deun I10, suele ser de 22 0 24 dias en caballos y ponis respectivamente (Ginther & Pierson,
1989), aunque pueden tener una duracién de 16 a 25 dias. Esta gran variacion en el 110 (16-
25 dias) parece deberse a diferencias en la duracion del estro en lugar del diestro, que en

general es constante.

La fase lutea del ciclo estral de la yegua es dominada por la presencia de la hormona
progesterona. Esta fase comienza luego de la ovulacion (Fig. 1), con el aumento de los

valores plasmaticos de progesterona, por encima de 1 ng/ml y finaliza con la lutedlisis. Este



“Efectos del lavaje embrionario sobre valores séricos de progesterona en yeguas raza arabe donantes de
embriones” MV. Rubio, M. Soledad.

evento comprende la regresion del CL y la caida de las concentraciones plasméticas de
progesterona por debajo de 1 ng/ml. Estos sucesos son mediados por la accion de la PGF2a

liberada desde el endometrio (Weems et al., 2006).

OVULACION OVULACION
LH Progesterona
el
FSH
Estrogeno
A L L 1 L
| DiAS: 4 -2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
ESTRO | DIESTRO | ESTRO
ACTIVIDAD Foliculo Desarrollo Mantenimiento Regresién Foliculo
OVARICA: ovulatorio del CL del CL el CL ovulatorio

Figura 1. Ciclo estral de la yegua relacionado a la actividad ovarica y concentracion de hormonas circulantes.
Adaptado de equine-reproduction.com (Estrous Cycle in the Mare * Equine-Reproduction.Com, LLC, n.d.).

1.2 Edema endometrial

La perfusion de sangre al Gtero de la yegua aumenta bajo la influencia de los estrogenos, lo
que resulta en el edema endometrial (Samper, 2007). La presencia 0 ausencia de edema
endometrial, fisioldgico en la fase folicular del ciclo estral, es un evento progresivo que esta
asociado con valores de estrogenos crecientes, producidos por el foliculo dominante en
desarrollo y niveles basales de progesterona (McCue et al., 2011). Existe una apariencia
tipica del dtero con edema durante el estro, que es el llamado patrén de “rueda de carro” o
“rodaja de naranja” (Samper, 2010). Este patron se desarrolla gradualmente en los pliegues
endometriales durante varios dias, alcanzando su pico 2 dias antes de la ovulacion para luego
disminuir hasta desaparecer el dia de la ovulacién o primer dia del diestro (Ginther &
Pierson, 1984a). En diestro, a la ecografia, el (tero posee un aspecto tubular,
ecograficamente homogéneo y no deberia presentar edema (Ginther & Pierson, 1983,
1984a). La presencia de edema durante el diestro es patoldgica y puede indicar procesos

inflamatorios y/o infecciosos (Samper, 1997).

1.3 Fluido intrauterino

Una de las manifestaciones clinicas mas importantes de endometritis es la presencia de fluido
intrauterino. La endometritis es la inflamacion y/o infeccion del endometrio (Canisso et al.,
2020) y puede clasificarse en aguda, cronica o endometritis post-servicio (EPS) (LeBlanc,
2010). La presencia de fluido intrauterino >2 cm en estro o hasta 48 h posteriores a la
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inseminacion, son indicadores de que la yegua es susceptible a endometritis persistente post
servicio (Brinsko et al., 2003). Mientras que la presencia de fluido uterino en diestro

representa un proceso inflamatorio en el endometrio (Adams et al., 1987).

1.4 Cuerpo lateo

El ovario equino es Unico en comparacion con el de otros mamiferos domésticos, ya que
posee una fosa de ovulacion y una ubicacién invertida de su corteza y médula (Kimura et
al., 2005). Debido a la anatomia especifica del ovario, el CL de la yegua se desarrolla dentro
de la corteza del ovario y no sobresale hacia la superficie como en otras especies. EI CL es
una glandula endocrina transitoria que se origina luego de la ovulacién de un foliculo
dominante (Niswender et al., 2000). Surge a partir de la luteinizacion de las células de la
granulosa principalmente (Broadley et al., 1994) y progresa a través de diferentes estadios
durante el ciclo estral: desarrollo, madurez y regresion (da Costa et al, 2005). En general, las
células de la teca foliculares comienzan a degenerar justo antes de la ovulacién, y completan
este proceso en 24 horas después, junto con la evacuacién del liquido folicular y el colapso
de la pared. En consecuencia, las células de la granulosa del foliculo se transforman de
células secretoras de estrogeno a células lGteas secretoras de progesterona (Bergfelt y
Adams, 2011).

La secrecion de progesterona termina con el comportamiento estral, promueve la quiescencia
uterina y mantiene a la yegua en un estado de no receptividad sexual, preparando el Utero
para la posible llegada de un embrion desde el oviducto (Cracken et al., 1999). Si se establece
una prefiez, el CL se mantiene y continGa produciendo progesterona. En el caso de que no
ocurra fertilizacion o que la sefializacion embrionaria para el reconocimiento materno de la
gestacion sea insuficiente, el CL regresa. La regresion lutea (lutedlisis) elimina la
retroalimentacion negativa de la progesterona sobre la liberacién de gonadotropina por parte
del centro ciclico, lo que permite la ovulacién de un nuevo foliculo, dando asi una nueva
oportunidad de establecer una prefiez. La pérdida de secrecion de progesterona por parte del

CL (regresién funcional) ocurre antes de la regresion morfoldgica (Aurich, 2011).

Una vez que el CL ha adquirido capacidad luteolitica, el desenlace de la lutedlisis dependera
de la concentracion de PGF2a y del patron de pulsatilidad al que estara expuesto (Pate,
2018). Una sola dosis exogena luteolitica de PGF20, administrada por via intramuscular o
subcutanea es suficiente para inducir la lutedlisis, si se administra al menos 5 dias posteriores

a la ovulacion (Coffman y Pinto, 2016).
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1.5 PGF2a

Las prostaglandinas pertenecen a un grupo de acidos grasos de cadena larga modificados
que contienen &tomos de 20 carbonos llamados eicosanoides, son moléculas labiles que se
inactivan durante su paso por la circulacion pulmonar (Piper et al, 1970). La via de la
ciclooxigenasa utiliza la enzima prostaglandina sintetasa para convertir acido araquidénico
en prostaglandinas. Existen 2 isoformas de prostaglandina sintasa: una constitutiva
(ciclooxigenasa-1) y una inducible (ciclooxigenasa-2). El &cido araquidonico esta disponible
a través de la hidrolisis de los fosfolipidos presentes en la membrana celular. La

descomposicion de los fosfolipidos de membrana es catalizada por la enzima fosfolipasa A.

Las prostaglandinas fueron descriptas por primera vez en 1930 (Kuzrock & Lieb, 1930)
como componentes del plasma seminal y son producidas de manera ubicua en el organismo.
Desemperfian papeles criticos en una amplia y diversa gama de procesos fisiologicos y
patoldgicos (contraccion del musculo liso, vasodilatacidn y vasoconstriccién, induccién de
dolor y fiebre). En cuanto a las funciones reproductivas, tienen un papel importante en la
regulacion de la fisiologia ovérica y uterina durante el ciclo estral, ovulacion, prefiez y parto
(Shrestha et al., 2012). La primera funcion descubierta en la reproduccion fue su capacidad

de causar lutedlisis, siendo todavia la que posee mayor relevancia clinica.

La PGF2a es secretada por el endometrio en ausencia de prefiez en animales domésticos,
finalizando asi la fase lutea del ciclo estral. En 1972 Douglas y Ginther , publicaron el primer
reporte del efecto luteolitico de la PGF2a en yeguas y, posteriormente, la utilizacion de
analogos de PGF2a para acortar, no solo el diestro, sino también el 110 (Allen y Rossdale
1973; Allen et al, 1974).

El principal metabolito de PGF2a en el plasma de la yegua es 13,14-dihydro-15- keto-
PGF2a (PGFM) mientras que el metabolito predominante en orina es 11-ketotetranor PGF
(Goff et al., 1984). Debido a la rapida biosintesis y a la corta vida media de la PGF2a a
menudo se utiliza PGFM para representar las concentraciones circulantes de PGF2o (Ginther
et al., 2009b). EI PGFM es biolégicamente inactivo, ya que no hay diferencia en la funcién

lutea cuando es administrado a yeguas (Vanderwall et al, 1999).

En la actualidad las drogas comerciales mas utilizadas son el Cloprostenol (250 pg totales -
PGF) y el Dinoprost (5 a 10 mg totales — PGF2a) (Coffman & Pinto, 2016). Usualmente son
aplicadas a yeguas luego del dia 5 pos ovulacion, logrando una reduccién en la concentracion

de progesterona a niveles basales (<1ng/ml) en un periodo de 36 h comprobado para el
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Dinoprost (Bergfelt et al., 2006). Las vias de administracion pueden ser intramuscular,
endovenosa, intrauterina, subcutanea e intraluteal. Sin embargo, la via de eleccion es la
intramuscular, ya que es la que presenta menos efectos colaterales adversos (Miller et al.,
1976; Weber et al., 2001).

Debido a la evidencia inicial de que la administracion de PGF2a exdgena induce
efectivamente luteolisis y el retorno al estro, su uso se ha convertido en uno de los métodos
mas comunes de manipulacion farmacologica del ciclo estral en yeguas, siendo fundamental

en la practica equina reproductiva.

1.6 Sensibilidad de las yeguas a PGF2a comparada a otras especies
Entender la lutedlisis requiere una comprension de las relaciones anatémicas entre el ovario,
el utero y la vasculatura asociada. La PGF2a es secretada de manera pulsatil por el
endometrio, pero el paso desde el Utero hacia el CL difiere profundamente entre yeguas y
rumiantes. La PGF2a es transportada desde el utero hacia el ovario, local y unilateralmente
en el caso de las vacas y ovejas, 0 sistémicamente en el caso de las yeguas (Ginther, 2009).
Al no existir una via unilateral en la yegua, la arteria ovarica es menos tortuosa y la superficie
de la arteria no tiene mayor contacto con la superficie uterina o la vena Utero-ovarica
(Ginther, 2012) (Fig. 2).

Arteria ovarica ‘ Arteria ovarica

Vena dtero-ovarica " ‘ Vena dtero-ovarica

Figura 2. Comparacion de la relacion espacial entre la vena Utero-ovarica y la arteria ovarica en una especie
(izquierda- oveja) que tiene una via Utero ovarica unilateral frente a la anatomia de la yegua (derecha) que posee una
via sistémica. Adaptado de Ginther, 1974.
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En cuanto a la administracion de PGF2a exogena, en las yeguas la dosis intrauterina e
intramuscular son iguales (Ginther et al., 2009a), en contraposicién a lo que sucede en las
vacas donde la dosis intrauterina es aproximadamente 20 veces menor en comparacion a
cuando es administrada sistéemicamente (Shrestha et al., 2012). La minima dosis efectiva de
PGF2a en yeguas es 8 pg/kg (1.25 mg), en ovejas 144 pg/kg (6 mg totales) y en vacas 40
Mg/ kg (15-25 mg totales) (Shrestha et al., 2012). Lo que demuestra una mayor sensibilidad

de las yeguas comparada a otras especies al efecto de la PGF2a.

La membrana de las células del CL en la yegua son aproximadamente 10 veces mas sensibles
a las moléculas de PGF2a comparada con las vacas (Ginther & Beg, 2012). Esta mayor
sensibilidad lutea se atribuye, al menos en parte, a una depuracion metabdlica mas lenta de
la PGF20. La vida media es de alrededor de 94 segundos en yeguas comparada con los 29
segundos de vida media en vacas. De esta manera, las células de la membrana lutea de los
equinos poseen una mayor afinidad a la PGF2a, y requieren de una menor dosis efectiva
para lograr la lutedlisis (Shrestha et al., 2012). Estas caracteristicas les servirian a las yeguas
para evadir los efectos no deseados de la PGF2a como pueden ser comportamiento de cdlico,

diarrea y sudoracion (Irvine et al., 2002).

1.7 Lutedlisis

La lutedlisis es el proceso en el cual cambios funcionales y estructurales culminan en la
degradacion rapida y, finalmente, en la completa desaparicion del CL y con esto el cese de
produccion de progesterona. La regresion lGtea se debe a la secrecion de PGF2a en varios
pulsos secuenciales (dos a cuatro pulsos, cada 8 a 9 h) secretada por el Gtero no gestante
(Ginther, 2012). El fin de la lutedlisis (natural o farmacoldgica) sucede cuando las

concentraciones de progesterona descienden a <1 ng/ml (Castro et al., 2021).

La lutedlisis en la yegua tiene una duracion aproximada de 22.9 £ 0.9 h (Ginther et al., 2011)
en contraste con los 2 dias que se creian que eran necesarios previamente (Townson et al.,
1989). En los estudios previos las muestras de sangre eran recolectadas cada 6, 12 0 24 horas
( Townson et al., 1989;Ginther et al., 2006; Ginther, Utt, et al., 2007), a diferencia del trabajo
de Ginther et al, en 2011, donde los muestreos se realizaron cada 1 hora desde el dia 12 post
ovulacion hasta el dia 16. De esta manera, se pudo establecer que el intervalo que se

reportaba desde la ovulacién hasta el principio y fin de la lutedlisis no era preciso (Fig. 3).
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Figura 3. Representacion gréfica de la media £ SEM de la concentracion de progesterona sérica en yeguas. En el panel
superior se observa el registro de la concentracion tomada cada 6 horas, luego del dia 12 post- ovulacion. El panel inferior
muestra las variaciones en la concentracién de progesterona medida cada 1 hora, el cual ofrece una representacion mas
adecuada de los cambios esteroidogénicos asociados a la lutedlisis. Adaptado de Ginther, 2012.

La luteolisis ha sido dividida en 3 etapas, prelutedlisis, lutedlisis y poslutedlisis (Fig.4). El
periodo preluteolitico ocurre antes de la regresion del CL (comprende los dias 8 a 14 del
ciclo estral), donde las concentraciones de metabolitos de PGF (PGFM) son bajas. La
lutedlisis es el periodo donde comienza la regresion funcional del cuerpo luteo hasta que la
progesterona ha disminuido por debajo de un umbral (< 1 ng/ml). El periodo posterior a la
lutedlisis, cuando los valores de progesterona son < 1 ng/ml, se denomina posluteo6lisis (
Ginther et al., 2008; Ginther, Hannan, et al., 2011; Ginther, 2012; Ginther & Beg, 2012).

La hora de transicion (hora 0) se refiere a la hora que marca el final de la preluteolisis e
inicio de la lutedlisis, y se selecciona subjetivamente mediante la inspeccion del perfil de P4
para cada animal. En este momento inicia la disminucion progresiva de los valores
plasméticos de P4 y el aumento de las concentraciones de PGFM (Ginther & Beg, 2012).
Esta transicion ocurre en promedio al dia 14 posterior a la ovulacion o 9 dias antes de la
siguiente ovulacion, y tiene una duracion aproximada de 22 + 0.9 horas (Ginther & Beg,
2012).
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Figura 4. Concentraciones de PGFM (pg/ml) y progesterona (P4, ng/ml) durante la prelutedlisis, lutedlisis y
postluteolisis, centralizadas en la hora de transicion (hora 0) entre prelutedlisis y lutedlisis. Adaptado de Ginther, 2011.

Desde el dia 0 (dia de la ovulacion) hasta el dia 6 del ciclo, la P4 aumenta rapidamente, para
luego disminuir gradualmente después de los dias 6 a 8 hasta alrededor del dia 13,1 (+ 0,4),
dando comienzo a la lutedlisis. Las concentraciones medias de P4 disminuyen gradualmente
durante la prelutedlisis, pero durante la lutedlisis y postluteolisis disminuye de manera
exponencial (Ginther, Hannan, et al., 2011). El final de la lutedlisis, dia en que las
concentraciones medias de P4 disminuyen a < 1,0 ng/ml, es el dia 15,4 (= 0,3) (Castro et al.,
2021).

La lutedlisis es un mecanismo muy importante en la clinica reproductiva, como base para
diagnosticar patrones de ciclicidad, ademéas de monitorear, tratar, controlar y manipular el
ciclo estral. El diagnostico clinico de lutedlisis es realizado facilmente mediante palpacion
y ecografia transrectal, observando presencia de edema endometrial, y disminucion del tono
uterino y cervical. Ademas, se evidencia el comportamiento de celo de la yegua, debido al
aumento de los niveles de estrogenos que ocurren luego de la disminucion del nivel P4 (< 1
ng/ml). Por altimo, la medicién de la concentracion de progesterona sérica o plasmatica es

el método de eleccion para estimar funcionalidad de CL (Bergfelt & Adams, 2011).
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1.8 Intervalo tratamiento ovulacion

El intervalo tratamiento ovulacion es el intervalo de tiempo transcurrido desde un
tratamiento hasta la siguiente ovulacion, el tratamiento mas utilizado es la PGF, y es un
pardmetro muy variable en la yegua. Los intervalos desde la administracion de PGF hasta el
retorno inicial al estro y la ovulacion posterior son de 3 a 4 dias y de 6 a 12 dias,
respectivamente (Burden et al., 2015). En general, el intervalo medio hasta la ovulacion
después de la administracion de cloprostenol a yeguas en diestro fue de 8,4 + 2,5 dias
(Burden et al., 2015) y un rango de 2 a 16 dias (Lofstedt, 1988), encontrdndose una
correlacion inversa entre el diametro del foliculo en el momento del tratamiento y el intervalo
posterior a la ovulacion (Newcombe et al., 2008). Los intervalos que poseen una menor
duracion estan asociados a foliculos diestrales de gran didmetro (>35 mm) (Loy et al., 1979)
y pueden ovular dentro de 48 h pos tratamiento con PGF. Diversos estudios han demostrado
que yeguas con un intervalo desde la administracion de PGF hasta la siguiente ovulacion es
de menor duracidn (<6 dias) presentan menores tasas de recuperacion embrionaria (Pietrani
et al., 2019) y menores tasas de prefiez (Cuervo-Arango et al., 2015; Mateu-Sanchez et al.,
2016). Estos hallazgos demuestran que la fertilidad fue menor cuando el intervalo fue de una

menor duracion.

1.9 Efecto del lavaje uterino y/o la manipulacién cervical sobre el ciclo
estral
La informacion presente en la literatura sobre el efecto del lavaje uterino y/o la manipulacion
cervical en la duracion de la fase latea del ciclo estral es confusa. Antes de que la PGF2a
fuera identificada como la luteolisina uterina, se utilizaba el lavaje uterino con solucién
salina para acortar el 110 produciendo lutedlisis prematura. Estudios controlados
demostraron que la infusion intrauterina de soluciédn salina acorto el ciclo estral en yeguas,
interrumpiendo la actividad lutea cuando la infusion se realizé a mitad del diestro (Ginther
y Meckley 1972). Neely et al. (1974), realizaron un experimento donde se infundio el Utero
de 10 yeguas con solucién salina en el dia 6 o 7 pos ovulacion; siete yeguas tuvieron un 110
mas corto y tres no respondieron, debido a la ocurrencia de una ovulacion en diestro cerca
del momento de la infusion. Arthur (1975), estudio el efecto de la infusion uterina con
solucion salina sobre la funcion reproductiva. En su estudio, las yeguas infundidas entre los
dias 5y 9 pos ovulacién regresaron al celo en promedio 3 a 8 dias antes de lo esperado, y las
infusiones durante el diestro fueron seguidas por ciclos ovulatorios de fertilidad normal. La

infusion de solucion salina en diestro provocé una liberacion inmediata de PGF2a. Similar
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a lo reportado en otro estudio, las concentraciones de progesterona disminuyeron

rdpidamente en relacién con la liberacion de prostaglandinas (Neely et al., 1979).

Desde la década de los 70’ se ha propuesto que técnicas transcervicales como la biopsia
uterina, el cultivo de endometrio e infusiones uterinas alteran la duracion del ciclo debido a
un efecto en el cuerpo luteo (Hurtgen & Whitmore, 1978; Hurtgen & Ganjam, 1979) . Se ha
reportado liberacion de prostaglandinas y/o una reduccion en las concentraciones de
progesterona después de procedimientos transcervicales de transferencia de embriones
(Sirois, et al.,1987; Kask etal., 1997; Koblischke et al. 2008; DeLuca et al. 2011) o como
consecuencia de la dilatacion cervical en yeguas en diestro (Handler et al., 2003).
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2 HIPOTESIS

El procedimiento de lavaje uterino con Ringer Lactato (RL) para la recuperacion de

embriones en yeguas donantes de raza arabe no induce la lutedlisis.

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo general

Evaluar el efecto del lavaje uterino con RL para recuperacion embrionaria sobre los valores
séricos de progesterona y sobre la duracion de la fase lGtea del ciclo estral, en yeguas

donantes de embriones de raza arabe.

3.2 Objetivos especificos
- Evaluar las concentraciones de progesterona plasmatica el dia del lavaje uterino para
recuperacion embrionaria y a las 48 horas posteriores.
- Analizar diversos parametros reproductivos pos lavaje: diametro del cuerpo lGteo,
edema uterino, fluido uterino, ITO e I10.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Animales
Se utilizaron 26 ciclos correspondientes a 6 yeguas de raza Arabe de show donantes de

embriones en un sistema comercial ubicado en Sharjah, Emiratos Arabes Unidos, latitud
25°17'55.9"N 55°34'27.5"E. Las yeguas tenian edades comprendidas entre los 4 y 15 afios
de edad y 450 a 500 Kg de peso vivo. Se utilizaron los ciclos de 2 temporadas reproductivas
2018-2019 y 2019-2020 durante los meses de noviembre a mayo de cada temporada. Antes
de ser incorporadas a alguno de los grupos de estudio las yeguas debian presentar un cultivo
endometrial negativo y no presentar patologias que pudiesen causar dolor agudo o cronico.

Durante el periodo de muestreo las yeguas fueron evaluadas por palpacion rectal y
ultrasonografia, con un ecografo MyLab™OneVET, Esaote, equipado con una sonda lineal
de 6 a 10 Mhz. En el momento en que se detecto la presencia de foliculos >35 mm, edema
uterino y comportamiento de estro, se indujo la ovulacion con 1.5 mg de acetato de
deslorelina via intramuscular. Posteriormente fueron inseminadas artificialmente con semen
fresco, refrigerado o congelado, dependiendo de la asignacion particular de cada yegua. Una
vez detectada la ovulacion las yeguas fueron monitoreadas mediante ultrasonografia hasta 3

dias pos ovulacion controlando presencia de fluido intrauterino.

Durante este estudio no se requiridé la utilizacion de sedacion, terapia antibidtica y/o

antiinflamatoria. Todos los procedimientos fueron realizados por el mismo operador.

4.2  Drogas y soluciones utilizadas
Para los procedimientos de esta tesis se utilizd acetato de deslorelina (Desloreline Acetate

SPC. 1.5 mg IM), para inducir la ovulacion y Cloprostenol (Estrumate®, 250 pg, IM) para
inducir lutedlisis. Se utilizé una solucion comercial de Ringer Lactato pH 6.5, compuesto
por 6g/L de cloruro de sodio, 3.1¢g/L de lactato de sodio, 0.3g/L de cloruro de potasio, 0.2
g/L de cloruro de calcio (WellPharma Medical Solution LLC) para los lavajes uterinos.

4.3 Disefo experimental
Al dia 8 0 9 pos ovulacion las yeguas donantes de embriones fueron colocadas en una manga

ginecoldgica y revisadas por palpacion rectal y ultrasonografia. Se registrd la presencia y
grado de fluido intrauterino, edema endometrial, presencia, cantidad y didmetro de cuerpos
luteos, y se extrajo sangre para la medicion de los niveles de progesterona. Este momento

fue considerado como tiempo 0.
Al finalizar el lavaje uterino las yeguas fueron divididas al azar, en 2 grupos de tratamientos:
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e Grupo 1: yeguas en las que al finalizar el lavaje uterino SI se administréo PGF.
Se utilizaron 9 ciclos en total.
e Grupo 2: yeguas en las que al finalizar el lavaje uterino NO se les administré PGF.

Se utilizaron 17 ciclos en total.

En los ciclos en los cuales se administré PGF, las yeguas recibieron 250 pg (1 ml) de

Cloprostenol, intramuscular.

Las yeguas fueron nuevamente evaluadas 48 horas posteriores al lavaje embrionario, donde
se registraron los valores previamente descriptos. Posteriormente, se realizaron chequeos
ecogréaficos cada 48 horas y, al momento de registrar el celo siguiente, una vez al dia hasta

detectar la proxima ovulacion (Fig. 5).

CON PGF (Grupo 1)

Ovulacion FLUSHING
@ EsTRO : —
0 8/9 10/11 Dias
Tiempo 0 Tiempo 48h Horas
Ecografiay
extraccion de
sangre.
SIN PGF (Grupo 2)
Ovulacion FLUSHING
ESTRO |
L 4 , >
0 8/9 10/11 Dias
Tiempo 0 Tiempo 48h Horas
Ecografiay
extraccion de

sangre.

Figura 5. Disefio experimental.

4.4 Lavaje uterino para recuperacion embrionaria

Para realizar este procedimiento, la cola de la yegua fue envuelta y asegurada hacia un lado.
Se realiz6 un lavado minucioso del area perineal, vulva y vestibulo con jabon liquido sin
antisépticos, para evitar la contaminacion de la sonda. EI medio elegido para realizar los
lavajes embrionarios fue solucion de Ringer Lactato (RL), el cual fue previamente

atemperada a 37°C. Las tubuladuras con forma de Y, el filtro y la sonda se lleno previamente
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con RL antes de comenzar el procedimiento para evitar que ingrese aire en el sistema. Para
realizar el lavaje uterino se utilizd un catéter de silicona Foley 28 0 32 FR (Fig. 6) que se
introdujo a través del cérvix. Una vez dentro del Gtero, el balon fue insuflado con 60 ml de
aire, para prevenir la salida del catéter a través del cuello uterino (Fig. 7). Una vez
corroborado que el catéter se encontraba en el Utero, se infundi6 1 litro de solucion comercial
RL. El ingreso de liquido al utero se control6 por palpacion rectal para asegurarse que ambos
cuernos estuviesen llenos y se masajearon posteriormente. Luego de la infusion se procedio
a recuperar el medio de lavado invirtiendo el flujo hacia un filtro tipo Em Con™, Se repitio

el procedimiento 4 veces, llegando a un total de 4 litros totales por lavaje uterino.

Figura 6. Tipos de sondas Foley utilizadas para el lavaje embrionario, medidas CH 32y CH 28.
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Figura 7. A. Equipo de lavaje uterino para recuperacion embrionaria completo. B. Sonda Foley con balén completamente
insuflado. C. Imagen representativa del balon insuflado ubicado en el cuerpo uterino. Imégenes Ay B propias, C extraida
del manual de Samper (2009).

4.5 Medicién de niveles de progesterona

Previo al lavaje embrionario (tiempo 0), y 48 horas posteriores al mismo, tiempo suficiente
para la instauracion de la lute6lisis (Ginther et al., 2011), se tomaron muestras de 3 ml de
sangre de la vena yugular. Las muestras obtenidas se colocaron en tubos de 5 ml sin
anticoagulante, luego se centrifugaron, se separo el suero y fue almacenado a -20 °C hasta
su analisis. Para evaluar los niveles de progesterona sérica se utilizo un kit de ELISA (DRG
Instruments, Marburg, Germany.). Este ensayo mostrd un coeficiente de variacion intra- e
inter- ensayo de 6,4% y 6,6% respectivamente, y reactividades cruzadas de 0,35% para
Pregnenolona, 0,3% para 17a-OH progesterona, 1,1% para 11-desoxicorticosterona y 0,2%
para corticosterona (Wilsher et al., 2021; Wilsher et al., 2022).
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4.6 Tamario del cuerpo lateo

Previo al lavaje embrionario, y 48 horas posteriores al mismo, se identifico y diferencid
ultrasonograficamente el CL del estroma ovérico. Se analizaron las imagenes donde se
observé el mayor tamafo de la estructura en la seccidn transversal. Se tomaron 2 medidas
transversales del didmetro maximo de cada CL y luego se realizd un promedio para
determinar el tamafio (Fig. 8). La primera medida se extendid de la interfase entre el estroma
y el tejido lateo de un lado del CL al lado opuesto. La segunda determinacion se realizo
perpendicular a la primera. Ambas medidas se promediaron para obtener el diametro total
promedio de la seccion transversal y determinar el tamafio del CL.

Lab

tesis imagenes, , N:Unknown

A\"\ REPRC
i

FACTORY

Sv3513
2.82 cm
2.60 cm

Figura 8. Imagen representativa de la metodologia utilizada para la medicion de CL, tomada con el ecdgrafo
MyLab™OQneVET, Esaote.

4.7 Edema endometrial

Mediante el uso de la ecografia, se determino la presencia o ausencia de edema endometrial.
La presencia fue a su vez graduada en una escala de 0 a 3 ( Mccue et al., 2011;Mateu-Sanchez
etal., 2016). El valor minimo de 0 fue compatible con una ecotextura de diestro, sin cambios
ultrasonograficos en los pliegues endometriales uterinos. El valor de 3 fue el maximo edema
observado en los pliegues endometriales (Fig. 9). La evaluacion fue realizada siempre por el

mismo operador.
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Figura 9. Imagenes representativas de la escala utilizada para clasificar el edema uterino.

4.8 Fluido intrauterino

Mediante ecografia, se evalud la presencia o ausencia de fluido intrauterino y la graduacién

utilizada fue de 0 a 4 (tabla 1 y Fig. 10), segun los criterios descriptos por Brinsko et al.,2003.

Tabla 1. Graduacion utilizada para clasificar la presencia o ausencia de fluido intrauterino.

GRADUACION

CANTIDAD DE FLUIDO

0

1
2
3
4

Sin fluido

0a 10 mm
10a20 mm

Entre 20 2 30 mm
>30 mm
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z .Grado 4“;;

Figura 10. Im&genes representativas de la graduacion de fluido intrauterino.

4.9 Intervalo tratamiento ovulacién (ITO)

Si bien clasicamente, la definicion de ITO establecida por Cuervo-Arango (2015) se basa en
la aplicacion de PGF, en el presente trabajo el ITO sera definido por grupo segin el
tratamiento recibido en cada animal. Cabe aclarar que, en este caso, los tratamientos
consistieron en 1) lavaje uterino + PGF y 2) lavaje uterino solamente SIN PGF, con el

objetivo principal de poder realizar una comparacion entre ambos grupos tratados.
Definicion de ITO por grupo:
Grupo 1: tiempo desde el lavaje uterino + PGF hasta la ovulacién, medido en dias.

Grupo 2: tiempo transcurrido desde el lavaje uterino hasta la ovulacion siguiente.
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4.10 Intervalo Inter Ovulatorio (110)

Se lo consideré como el intervalo en dias entre 2 ovulaciones consecutivas, para ambos

Grupos.

4.11 Andlisis estadistico

Los datos cuantitativos fueron sometidos a una prueba de normalidad Shapiro-Wilks.
Cuando se verificé normalidad en la distribucion de datos, se realizé un analisis paramétrico
mediante T-Student. Los datos que no presentaron una distribucion normal fueron analizados
a traveés del test de Mann-Whitney. Para el analisis de la concentracion de progesteronay el
didmetro de CL se realizé6 un ANOVA de 2 vias, seguido por el post hoc de Tukey para
comparar las diferencias entre las medias de los diferentes grupos. Se utiliz6 el programa
Graph Pad Prism version 8 (Graph Pad Software, California, EE. UU). En todos los casos,
la diferencia entre medias fue considerada significativa con un p<0,05.

Para evaluar los datos cualitativos correspondientes a la presencia o ausencia de edema y
fluido uterino posterior a los tratamientos, se realizaron tablas de contingencia. Para
comparar estadisticamente los resultados de edema a las 0 y 48h entre los grupos 1y 2, se
realizd una prueba para las diferencias de proporciones poblacionales, transformando a la
variable como cualitativa nominal (sin edema vs con edema). La hipétesis nula utilizada para
la prueba estadistica fue que el porcentaje de yeguas con edema en ambos grupos es igual
(Ho: P1 — P2 = 0). La hipotesis alternativa fue que el porcentaje de yeguas con edema en
ambos grupos es diferente (H1: P1 — P2 #0).

Para esto se utilizé el programa RStudio 2022.07.1+554 "Spotted Wakerobin" Release
(7872775ebddc40635780caled238934c3345c5de, 2022-07-22) para Windows.
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5 RESULTADOS

5.1 Medicion de niveles de progesterona

Se encontrd una diferencia estadisticamente significativa en la concentracion séricas de
progesterona ente el Grupo 1 (lavaje uterino + PGF) y el Grupo 2 (lavaje uterino solo) a las
48 h pos lavaje uterino (P <0,0001; Fig. 11). En las yeguas del Grupo 1 (0,7 £ 0,23)
disminuyd considerablemente con respecto al Grupo 2 (10,89 + 3,57). No se observo
diferencia significativa en los valores de concentracion de progesterona para ambos grupos
en el tiempo 0 (Grupo 1: 12,08 + 3,91; Grupo 2: 12,62 + 4,76). Se considerd lutedlisis
cuando las concentraciones de progesterona fueron < 1 ng/ml (Castro et al., 2021).

' % %k % . Bl Grupo 1l
' % % % ' = Grupo 2
[ | ]
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48h
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Figura 11. Dosaje de progesterona sérica a las Oh y 48h posteriores al lavaje embrionario para ambos grupos. Grupo 1:
con administracion de PGF, Grupo 2: sin administracion de PGF. Los resultados se expresan como la media + SEM.
ANOVA 1, post hoc Tukey (***p<0,0001; Grupo 1 n=9, Grupo 2 n=17).

5.2 Tamano del cuerpo lateo

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el tamafio de los CL
(P=0,6284, Fig. 12) entre ambos grupos.
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Figura 12. Tamafio de los CL a las Oh y 48h posteriores al lavaje embrionario para ambos grupos. Grupo 1: con
administracion de PGF, Grupo 2: sin administracion de PGF. Los resultados se expresan como la media = SEM.
ANOVA 1, post hoc Tukey (n=9 Grupo 1, n=17 Grupo 2).

5.3 Edema endometrial

No se registraron diferencias significativas entre los porcentajes de edema en yeguas de
ambas poblaciones, a ninguno de los tiempos evaluados (Tiempo Oh p=0,7661/ Tiempo 48h
p= 0,5139). A las 48 h del lavaje uterino para recuperacion embrionaria se observo la
presencia de edema endometrial en el 44.44% (4/9) de los ciclos evaluados del Grupo 1y en
23.53% (4/17) del Grupo 2. Una de las yeguas del Grupo 2 present6 edema endometrial antes

y después del lavaje uterino.

5.4 Fluido intrauterino

En un solo ciclo analizado perteneciente al Grupo 1 (1/9) se registrd la presencia de 0 a 10
mm de fluido uterino (Grado 1). Este hallazgo se corresponde con la presencia de edema
uterino en el mismo ciclo y para el mismo animal. En ningun ciclo de los animales del Grupo

2 se observd la presencia de fluido uterino a las 48h (Grado 0).

5.5 Intervalo tratamiento Ovulacién (ITO)

La duracion del ITO fue menor en los ciclos del Grupo 1 (P=0,0114; Fig. 13), la ovulacién
se produjo en promedio 2.2 dias antes comparado a los ciclos en los cuales solo se realizé el
lavaje uterino para recuperacion embrionaria. El diestro fue significativamente mas corto en

los ciclos en los que se aplico PGF.
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Figura 13. Duracién del ITO en dias para el grupo 1y 2. Los resultados se expresan como la media £ SEM. Se realiz6 la
prueba de Mann-Whitney (*p<0,05; n=9 Grupo 1, n=17 Grupo 2).

5.6 Intervalo Inter Ovulatorio (110)
Se encontraron diferencias significativas en la duracion de los 11O entre los grupos

(P=0,0057). Las yeguas del Grupo 1 tuvieron in 110 mas corto que las del Grupo 2 (Fig. 14).

%%k

25 | |
204
& 15-
)
O 10+
5_.
0- |
Grupo 1 Grupo 2

Figura 14. Duracion del 110 en dias para el grupo 1y 2. Los resultados se expresan como la media + SEM. Se realizd la
prueba de t de Student no pareada (**p<0,01; n=9 Grupo 1, n=17 Grupo 2).
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6 DISCUSION

El concepto de que la manipulacién cervical puede alterar la funcién lutea no es nuevo, y la
literatura sobre este tema puede ser confusa y contradictoria. Se ha reportado la liberacion
de prostaglandinas y/o una reduccion en las concentraciones de progesterona luego de
procedimientos en los cuales se realizd manipulacion cervical ( Ginther & Meckley, 1972;
Sirois et al., 1987; Kask et al., 1997; DeLuca et al., 2011) o luego de una dilatacion cervical
en yeguas en diestro. En el presente estudio, el lavaje uterino para recuperacion embrionaria
no indujo la luteolisis en ningun ciclo del Grupo 2, al contrario de lo que sucedio en los
ciclos del Grupol, los cuales sufrieron lutedlisis en su totalidad a las 48 horas posteriores.
No se observo lutedlisis en el Grupo 2 a pesar de los procedimientos realizados durante el
lavaje uterino con la finalidad de recuperar embriones que incluyeron: manipulacion cervical
realizada por el paso del catéter o por el orificio del cérvix, o cuando el balén hizo tope con
el mismo para evitar la salida del catéter y liquido hacia el exterior, ni al intentar recuperar

el RL durante el lavaje uterino.

La manipulacién uterina también ha sido postulada como una posible causante del inicio de
la lutedlisis ( Neely et al., 1974;Hurtgen & Ganjam, 1979; Koblischke et al., 2008b; DelLuca
et al., 2011). Sin embargo, esto no se observo en el presente trabajo; donde el Utero fue
masajeado por via transrectal en toda su longitud durante la infusién y la recuperacion del
RL para asegurar que el liquido llenara cada cuerno uterino y generara turbulencia, ayudando
a la recuperacion del embrion. Este proceso se repitié 4 veces, en ambos grupos, sin causar
lisis del CL. Esto coincide con lo reportado por Bowen., et al (1985), y otros ( Wilde et al.,
1989; Handler et al., 2003) quienes reportaron que la manipulacion cervical no tuvo un efecto
en la duracion de diestro ni en los valores de progesterona como respuesta a la manipulacion,
pero si cuando se produjo dilatacion cervical (Handler et al., 2003). DelLuca et al. (2011)
concluyd que el procedimiento de transferencia embrionaria transcervical podria estar
asociado con lutedlisis en un bajo porcentaje de yeguas, presumiblemente como
consecuencia de la liberacion de prostaglandinas después de la manipulacion cervical y/o
uterina. Los materiales utilizados cuando se realizaron y publicaron muchos de los estudios
que proponen la liberacion de PGF2a al realizar lavajes uterinos son muy diferentes en
cuanto a calidad y ductilidad en comparacion con los utilizados actualmente en reproduccion
equina. Anteriormente, los lavajes uterinos eran realizados con catéter de metal y el reflujo
era evitado mediante sujecion digital directa sobre el cérvix durante un periodo de 2 minutos

(Arthur, 1975), a diferencia de los catéteres de silicona utilizados en la actualidad, los cuales
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poseen un baldn, que al insuflarse en Utero, evita la salida del mismo a través del cérvix, y

por ende requieren una menor manipulacion cervical.

En la mayoria de los trabajos citados previamente pertenecientes a la década del 70" y 80,
en los que se reporto lutedlisis por manipulacion cervical y/o uterina, el seguimiento de las
yeguas Y la evaluacion de la respuesta al tratamiento se llevé a cabo a travées de palpacion
rectal y retajeo con padrillo. Estos métodos, que eran empleados regularmente para
determinar el desarrollo folicular, el momento de la ovulacion y la respuesta de celo frente
a un semental, debido a que o no existia la ultrasonografia en equinos o todavia no se
utilizaba de forma rutinaria eran muy poco precisos. Al utilizar estos métodos no siempre es
posible determinar el momento exacto de la ovulacién por palpacion rectal, incluso con
chequeos diarios y algunas yeguas no presentan sintomas de receptividad hacia el padrillo
aun estando en estro, debido a que es una respuesta que tiene un factor animal dependiente
(receptividad al padrillo puede prolongarse aun ocurriendo la ovulacion). Ademas, las
yeguas pueden estar en la fase estral, tener desarrollo folicular y ovular sin mostrar conducta
de celo como en el caso de yeguas que nunca han parido (primiparas), con cria al pie, 0
yeguas subordinadas que pueden ser inhibidas en presencia de una yegua dominante
(Crowell-Davis, 2007). Las yeguas también muestran preferencias individuales por
sementales particulares y, por el contrario, no tienen preferencia o evitan a otros sementales
(Pickerel et al., 1993). Las yeguas con "celo silencioso™ pueden tener concentraciones mas
bajas de 17f estradiol que las yeguas que expresan celo normal (Nelson et al., 1985). En la
actualidad se cuentan con mejores métodos para la determinacion de estos parametros, y es

por esto que los resultados encontrados podrian diferir de los trabajos previos.

La ecografia inicialmente utilizada para examinar el tracto reproductivo de las yeguas, fue
introducida en 1980 (Chevalier & Palmer, 1982). A partir del afio 1983 la ultrasonografia se
transformd en una importante herramienta de investigacion en yeguas (Ginther & Pierson,
1983). En 1984 publicaron un estudio sobre el estado folicular y luteal en yeguas, y
caracterizaron ultrasonograficamente los ovarios equinos. En este trabajo analizaron la
coincidencia de la ubicacion del CL (ovario izquierdo o derecho) y su correspondiente
determinacion por ultrasonografia. En el 88% hubo coincidencia en ambas técnicas, en el
12 % restante el registro fue incierto (Ginther & Pierson, 1984b) . Lo que posiblemente
podria conducir a estimar de manera errénea por ejemplo la edad del CL, y realizar un
tratamiento luteolitico cuando el CL no es maduro para responder al mismo. Un factor

importante para considerar es que cuando el ecégrafo no era utilizado se utilizaba la
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palpacion rectal, este segundo método de deteccidn también podia trasladarse a diagnosticar
de manera incorrecta la edad de un CL. Posiblemente algunas yeguas tenian un CL de 4 dias
en lugar de 5 dias, dia en el cual el CL es completamente sensible a PGF (Coffman & Pinto,
2016). Por lo que los resultados en muchos de los trabajos deberian cuestionarse ya que los
tratamientos pudieron ser realizados cuando el CL no era sensible a PGF o en los casos de
administraciones posteriores a los 14 dias, cuando la liberacion enddgena de PGF2a ya
comenzo. La persistencia del cuerpo lateo primario era considerada una entidad clinica con
una prevalencia elevada en yeguas, pero gracias a la ecografia se pudo identificar que esos
valores de progesterona sostenidos en el tiempo se debian en su gran mayoria a ovulaciones
diestrales (Ginther & Pierson, 1989).

Diferentes grupos informaron que la infusién intrauterina de solucion salina induciria el celo
en yeguas en diestro. En la revision bibliogréfica los trabajos que reportaron lute6lisis como
consecuencia del lavado uterino eran realizados con solucion salina cuyo pH no fue
informado (Ginther & Meckley, 1972; Neely et al., 1974;Arthur, 1975; Neely et al. 1979).
Pascoe et al. (1989), investigaron el efecto de la infusién intrauterina de solucion salina
bufferada (tamponada) con fosfato y observaron que no fue alterada la duracion de la fase
litea, en comparacion con el grupo de control. Sin embargo, al utilizar solucién salina
acidificada, con un pH = 3 provoco liberaciones significativas de PGF2a dentro de la primera
hora después de la infusion, y la fase lutea se acortd. Los resultados de este estudio mostraron
que el pH fue el factor principal para provocar la liberacion de PGF2a mediante la infusion
intrauterina de solucién salina, mientras que el aumento de la temperatura (45°C) y la

osmolaridad no tuvieron ningtn efecto sobre la liberacion de PGFa.

En las yeguas, durante el estro, los valores de pH del lumen uterino son mayores (pH
6.9+0.4) que durante el diestro (pH 6.4+£0.4) (Thompson et al., 2018). La solucion salina
comercial es al 0.9% donde el pH suele tener un valor promedio de 5 comparado con el valor
RL, el cual posee un valor pH en promedio 6,5. La solucion salina tiene un pH mas &cido
comparado con el RL. En este estudio se utilizd RL para los lavajes uterinos, que posee un
valor de pH similar al fisioldgico, y no desencadeno un efecto luteolitico.

Previo al uso de las prostaglandinas y el advenimiento de la ecografia, la induccién de la
lutedlisis se limitaba a infundir grandes cantidades de solucion salina intrauterina. En
algunos casos los resultados eran exitosos, lo que podria deberse a la utilizacion de solucion

salina no bufferada que irritaba el endometrio (Pascoe et al., 1989) y/o a que algunas de esas
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yeguas se infectaban durante este tratamiento y en ambos casos se producia liberacion aguda
de PGF2a (Allen & Wilsher, 2018).

En el presente estudio no se encontrd una disminucion significativa del didmetro del CL a
las 48 h pos tratamiento, aunque si se observd una disminucion de los niveles séricos de
progesterona en el Grupo 1. Esto concuerda con lo descripto previamente donde la regresion
funcional ocurre antes que la morfoldgica (Ginther et al., 2005; Ginther, Gastal, et al., 2007;
Aurich, 2011). En base a los resultados obtenidos en el presente trabajo se puede determinar
que el didmetro del CL no es una referencia fidedigna para la estimacion de la concentracion
de P4 en yeguas donantes de embriones raza arabe.

Algunos de los signos clinicos de endometritis pueden incluir fluido intrauterino, un patrén
inusual o excesivo edema endometrial y ciclos estrales de duracién anormal (Diel de
Amorim et al., 2016). Identificar y valorar los patrones de edema y/o fluido uterinos, sirven
para diagnosticar eventos fisioldgicos o patoldgicos de inflamacion y/o infeccidn uterina
(Ginther & Pierson, 1984a). En este trabajo no se encontraron diferencias significativas entre
Grupo 1y 2 para la variable edema y solo una yegua en el Grupo 1 present6 fluido grado 1
y edema grado 1len el mismo ciclo. Carnevale et al., (2005), evalu6 los cambios uterinos
asociados a repetidas inseminaciones y colecciones de embriones, donde registrd un
aumento de la inflamacion cronica del endometrio como consecuencia de efectos aditivos
de insultos uterinos reiterados. La contaminacion uterina de la yegua donante de embriones
es una causa de edema y colecta uterina de fluido, y puede deberse a diversos factores. Entre
ellos se encuentran el semen contaminado y, con mayor frecuencia, la infeccion residual y
la endometritis de procedimientos reproductivos previos, como por ejemplo, a consecuencia
de multiples lavajes de embriones en la misma yegua durante una temporada reproductiva
(Hartman, 2011). Tanto el edema y fluido son indicadores de salud uterina y su presencia o
ausencia representan parametros clinicos relevantes a la hora de tomar decisiones en cada
ciclo reproductivo. En este trabajo no encontramos diferencias entre los grupos por lo que
podriamos inferir que la no administracion de PGF luego del lavaje uterino no predispone a

factores que afecten la salud uterina.

Para reducir el 110 se ha recurrido a estrategias tales como administrar PGF 2 dias antes del
lavaje uterino para recuperacion embrionaria (Goretti et al., 2011) aumentando asi las
oportunidades de obtener embriones a lo largo de la temporada reproductiva. Se ha

encontrado una asociacion entre la duracion de la fase folicular con ecotextura tipo estro y
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la subsiguiente probabilidad de prefiez. El porcentaje de prefiez se ha reducido
significativamente en yeguas donde el edema endometrial ha tenido una duracion menor a 4
dias en su fase folicular del ciclo estral (Mateu-Sanchez et al., 2016). En el presente estudio
tanto 110 como el ITO tuvieron una duracion menor en el Grupo 1y la ovulacién se produjo
en promedio 2.2 dias antes, comparado al Grupo 2. EI ITO tuvo una duracion en promedio
de 10 dias para el Grupo 1y de 12, 2 dias para el Grupo 2.

Una menor tasa de recuperacion de embriones en yeguas donantes con un ITO menor a 6
dias en comparacion con las yeguas con un ITO maés largo ha sido observada por Pietrani et
al. (2019). En ningun Grupo estudiado el ITO fue menor a 6 dias, lo que puede explicarse
debido a que solo 2 yeguas pertenecientes al Grupo 2 presentaron un foliculo >28 mm al
momento del lavaje embrionario. Las yeguas que poseen un foliculo >28 mm al momento
del lavaje embrionario y son tratadas con PGF tendran un ITO y un 110 de menor duracién,
obteniendo asi un mayor ndmero de ciclos por temporada para lograr los objetivos
planteados. Sabiendo que la fertilidad en las yeguas que ovulan poco tiempo después del
tratamiento con PGF se reduce, probablemente obtendriamos el mismo ndmero de
embriones por temporada si no administraramos PGF en esos casos, ahorrando trabajo
veterinario, materiales y el costo del semen (Pietrani et al., 2019). El conocimiento de las
diversas respuestas de las yeguas a la administracion de PGF puede ayudar a mejorar la
eficiencia reproductiva en los sistemas de produccion intensiva a la hora de decidir su

aplicacion o no.

7 CONCLUSIONES

A nuestro conocimiento, este es el primer estudio que evalua el efecto del lavaje embrionario
sobre los valores séricos de progesterona. En base a los resultados obtenidos, se concluye
que el lavaje uterino para recuperacion embrionaria con RL, con la consecuente
manipulacion cervical y uterina, por si mismo, no inducen la lutedlisis en las yeguas
donantes. La finalidad de este estudio fue estimar de forma indirecta si hubo liberacion de
PGF2a evaluando presencia o ausencia de lutedlisis a través de la medicion de los niveles
séricos de progesterona y del 110. Al no medir en este trabajo PGFM, podemos inferir que
el procedimiento de lavaje uterino pudo inducir la liberacion de PGF2a, pero que, en tal

caso, esta no fue suficiente para inducir lutedlisis en nuestro grupo experimental.
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