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CONTENIDOS INDICES Y ABREVIATURAS

ABREVIATURAS

ACL: area de cuerpo ltuteo

CCC: coeficiente de correlacion de concordancia.
CL: cuerpo luteo

DFP: diametro del foliculo preovulatorio

DS: desviacion estandar

E2: estrogenos

ELISA: ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas
FBCF: factor basico de crecimiento de fibroblastos
FCEV: factor de crecimiento endotelial vascular
FMVM: flujo de mayor velocidad media

FSCL: flujo sanguineo del cuerpo luteo

FSFP: flujo sanguineo del foliculo preovulatorio
FSH: hormona foliculo estimulante

GnRH: hormona liberadora de gonadotropina
hCG: gonadotropina coriénica humana

IGF-I: factor I de crecimiento similar a la insulina
IGF: factor de crecimiento similar a la insulina
Kg: kilogramo

LH: hormona luteinizante

MHZ: megahercios

mm: milimetros

MSPE: prediccion de error cuadratico medio
ng/mL: nanogramos/mililitro

NO: 6xido nitrico

P4: progesterona

PGF2a: prostaglandina F-2-alfa

PI: indice de pulsatilidad

PVD: pico velocidad diastolica

PVS: pico de velocidad sistélico

R?:coeficiente de determinacion

RI: indice de resistencia

RMSPE: raiz de error cuadratico medio,
%RMSPE: raiz del cuadrado medio del error de prediccion
2 D: dos dimensiones
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INTRODUCCION

1 INTRODUCCION

El control reproductivo en las yeguas y la prediccion de la funcionalidad ovarica
son de suma importancia para el éxito de una ganaderia equina. La yegua es un animal
poliéstrico estacional en la que los procesos reproductivos se ven afectados por cambios
estacionales en el fotoperiodo, siendo su ciclo de dias largos, es decir en primavera-verano
cuando ocurre el pico de la funcidon ovérica. La ovulacion de las yeguas se produce a
intervalos de 21 dias aproximadamente, durante la época reproductiva, 24 o 48 horas antes
del final del estro. El final del estro, se ve reflejado en un aumento en los niveles de
progesterona (P4), la cual es secretada por el cuerpo luteo (CL) (Garcia-Sacristan et al.,

2018).

Con el uso de la ecografia convencional (modo B) se puede hacer un seguimiento
folicular. Se mide el diametro folicular y se evaliia la ecogenicidad de su interior y el
edema uterino. En la mayoria de las yeguas sanas (sin ningin problema en el aparato
reproductor), tras la evaluacion uterina de la yegua, se puede inducir la ovulacion con la
hormona gonadotropina coridonica humana (hCG); sin embargo, cada vez mas nos
podemos encontrar yeguas que no responden a la induccion de la ovulacion (Brogan et
al., 2016). Asi mismo, en modo B, s6lo podemos valorar el area y la ecogenicidad del CL,
pero no su funcionalidad. En reproduccion equina, es importante conocer con precision
el momento de la ovulacion, para que el depdsito del semen se realice 1o mas cerca posible
del momento de la liberacion del ovocito, asi como la funcionalidad del cuerpo lateo para

evitar reabsorciones de la vesicula embrionaria por falta de secrecion de P4.

La ultrasonografia Power Doppler es una técnica que ha demostrado tener un
potencial afiadido que permite mejorar las capacidades de diagnostico (Squires et al.,
1988; Ginther y Utt, 2004). Tiene la ventaja de ser un método no invasivo que permite
evaluar no sélo las caracteristicas morfoecogénicas, sino también los acontecimientos
fisioloégicos que ocurren durante el ciclo estral, como la vascularizacion y el flujo
sanguineo (arterial y venoso) de un o6rgano objetivo (Jarveld et al., 2002). La evaluacion

rapida de la funcion del CL mediante esta técnica ha sido validada en la yegua (Gastal et

TESIS DOCTORAL. MARIA JOANA ALMEIDA PIRES MARQUES 9



al., 2006 a, b; Ginther 2007; Altermatt et al., 2012) y se ha establecido como un predictor
fiable de la viabilidad del foliculo.

La medicion del foliculo y del flujo sanguineo del cuerpo luteo (FSCL) se puede
conseguir por mediante un manejo correcto de esta técnica y también después de la
administracion de tratamientos hormonales (Castro et al., 2016), lo que permite una
comprension mas profunda de la fisiopatologia reproductiva de una yegua. Para realizar
un estudio en profundidad del ovario, una herramienta util para evaluar la actividad del
CL es la determinacion de la concentracion de P4 (Bollwein et al.,, 2016) . En
consecuencia, la relacion de la FSCL con la concentracion de progesterona podrian ser
un modelo predictivo para estimar la funcionalidad de la CL (Vecchio et al., 2012)
evitando situaciones de estrés para los animales (Esposito et al., 2020), proporcionando
un buen prondstico y mejorando el cuidado de las yeguas y su gestion practica (Robinson
y Sprayberry 2009). La ultrasonografia Power Doppler podria contribuir a la mejora de
la gestién reproductiva de los equinos, consiguiendo un mejor aprovechamiento del

material genético y aumentando el rendimiento econdémico (Campos, 2017).

El Pura Raza Espafola es la raza equina autoctona mas representativa que ha
experimentado un gran auge en los ultimos afos y que esta extendida por todo el mundo,
por lo que es fundamental garantizar su preservacion por parte del Estado espafiol, como
garante de un patrimonio genético que no puede sufrir ninguin deterioro, evitando posibles
riesgos de dispersion de criterios que puedan comprometer su adecuada conservacion
(Orden APA/3319/2002). Se considera yegua reproductora calificada aquella que tiene
tres o0 mas afios de edad, que cumple con la aptitud basica para la reproduccion, segun los
criterios establecidos referidos al prototipo racial o morfologia, prueba funcional y

examen del aparato reproductor y control veterinario (Orden APA/3319/2002).

Debido a que existe una falta de informacion sobre las posibles interrelaciones
entre el flujo sanguineo del foliculo preovulatorio, el didmetro del cuerpo luteo y la
produccion hormonal, este estudio es de gran ayuda e importancia para la industria equina
a la hora de conocer el momento de la ovulacion y viabilidad del gestacion, seleccionando
la época idonea para la cria, lo que ayudaria a mejorar el aprovechamiento del material
de reproduccion asi como aumentar la rentabilidad de los procesos reproductivos en

yegua de pura raza espafiola.

10



OBJETIVOS E HIPOTESIS

2 OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Utilizar la técnica ultrasonografica power-doppler para la evaluacion de la
funcionalidad ovérica, asi mismo como predictor temprano de gestacion en la yegua Pura
Raza Espafiola para que pueda ser de aplicada en la practica clinica de reproduccion

equina.

2.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

PRIMERO: Determinar mediante ultrasonografia modo B medidas morfométricas
(diametro-area) y mediante power-doppler el flujo hemodindmico de los foliculos
preovulatorios y de la funcionalidad del posterior cuerpo luteo que formen en distintos

grupos de edad.

SEGUNDO: Evaluar la influencia de la edad en parametros ultrasonograficos (didmetro
folicular, flujo sanguineo folicular, area del cuerpo luteo y flujo sanguineo del cuerpo

luteo) y las concentraciones de progesterona.

TERCERO: Caracterizacion de la perfusion vascular uterina a través de los indices de

pulsatibilidad y resistencia como predictores tempranos de gestacion.

2.3 HIPOTESIS

La hipotesis de partida es que las estructuras ovaricas como foliculos
preovulatorios y cuerpos luteos deben de tener una perfusion sanguinea adecuada para su
fisiologia endocrina al secretar hormonas. Si medimos con una técnica no invasiva como
la ecografia doppler el riego sanguineo de la mismas, aparte de su diametros y areas, y

analizamos las hormonas en plasma mediante un ensayo por inmuno absorcion ligado a
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enzimas, conocido como ELISA, podremos establecer una ecuacion de regresion que
permita predecir la concentracion hormonal tnicamente con una ecografia ovérica.

Asi mismo, la medicion de los indices de pulsatibilidad y resistencia uterinos
deben de variar tanto con la edad como con la gestacion, y se podrian emplear como

predictores tempranos de gestacion.
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ESTADO DEL ARTE

3 ESTADO DEL ARTE

3.1 CICLO REPRODUCTIVO DE LA YEGUA
3.1.1 Biorritmo

Debido a la presion evolutiva se ha evidenciado que, al largo del tiempo, la
mayoria de las especies que habitaban zonas que sufrian una gran diferencia de
amplitudes térmicas han desarrollado mecanismos que les ha permitido adaptarse a los
cambios ambientales vividos en el planeta Tierra a lo largo de los afios. De este modo se
han desarrollado sistemas de ciclos circadianos que utilizan los cambios en el fotoperiodo
para ajustar la homeostasia de varios 6rganos Asi, los ritmos bioldgicos evolucionaron
para proporcionar coordinacion temporal en todos los tejidos y érganos, y permitir la

sincronizacion de la fisiologia con ciclos ambientales predecibles (Silverthorn, 2019).

Con respecto a los ritmos bioldgicos, los mas importantes son los ritmos
circadianos y circanuales, regulados principalmente a través de las sefiales fotoperiodicas
de la retina. Comprender la naturaleza de los ritmos fisiologicos en las yeguas es de vital
importancia para el manejo equino (Murphy, 2019). El sistema circadiano tiene tres
componentes: (1) la entrada del estimulo desde el exterior, (2) un marcapasos dentro del
sistema nervioso central o reloj central, y (3) salidas en forma de cambios en la expresion
génica que influyen en la funcion fisiologica y comportamiento. Las salidas que se miden
con mayor facilidad son los ritmos abiertos que se utilizan convenientemente también
como marcadores indirectos del reloj interno. En los équidos, estos incluyen la
temperatura corporal (Piccione et al., 2002 a; b), las concentraciones de hormonas
(Murphyet al., 2007; Murphy et al., 2011), los ritmos de actividad (Piccione et al., 2005)
y la expresion génica especifica de tejido (Murphy et al., 2006 Martin et al., 2010; Watts
etal., 2012) (Fig. 1) .

TESIS DOCTORAL. MARIA JOANA ALMEIDA PIRES MARQUES 13



Tracto 6ptico primario

Luz: regulador primario del ritmo circadiano
Efectos visuales
Efectos reflejos
Conos y bastones

Tracto retino-hipotalamico

Ritmos circadianos Ritmos circunanuales

Secrecion hormonal Reproduccion

Frecuencia cardiaca Metabolismo
Foliculos . ,
pilosos / Flujo sanguineo Pelo
s Funcién muscular Crecimiento

Respuesta inmunitaria Lactacion

Vigilancia Estado animico
/\/\/\ Crecimiento ‘ Nivel de actividad Libido
Musculo del hueso ) /\/\/\ Temperatura corporal
cardiaco I' 5 e .
Mdsculo Células de la retina intrinsecamente estimuladas
esquelético por la luz azul

Fig. 1. Regulacion del ritmo circadiano de la luz. Fuente: Murphy, 2019 (Modificado)

En las yeguas, el ritmo circadiano esta regulado por los cambios registrados en el
fotoperiodo. Esa sefial ambiental es transformada en una sefial endocrina en la glandula
pineal, que secreta melatonina durante la fase de oscuridad. En esta especie, los dias
cortos y noches largas estdn relacionados con la disminucién de secrecion de
gonadotrofinas y como resultado, hay una disminucion de la actividad ovarica.

(McKinnon, 2011).

Se considera que una de las salidas mas estables del reloj circadiano es la
produccion nocturna de melatonina por la glandula pineal (Lewy y Sack, 1989), y su
medicion, junto con el cortisol (Klerman et al., 2002) y la temperatura corporal (Benloucif
et al., 2005), se utiliza cominmente como una medida de la salida del reloj interno y un
marcador fisiologico de la fase circadiana en diferentes especies (Reppert et al., 1981;
Ebling et al., 1988; Maywood et al., 1993). El ritmo de 24 horas en la melatonina sérica
equina esta descrito en la literatura cientifica (Guerin et al., 1995; Murpy et al., 2006;

Murphy et al., 2007).

3.1.2 Ritmo circadiano y reproduccién equina

Un reloj periférico en la gldndula suprarrenal controla el ritmo circadiano de la

produccion de glucocorticoides que da lugar a la produccion ritmica de hormonas
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ESTADO DEL ARTE

esteroideas (Son et al., 2008). En sementales salvajes en cautividad se han descrito fuertes
ritmos de testosterona diarios (Kirkpatrick et al., 1976), con picos matutinos a las 8:00
a.m. y entre las 4:00 p.m. y las 12:00 a.m. Se ha demostrado que este perfil caracteristico
persiste durante las temporadas reproductivas y no reproductivas (Fernanda et al., 2012).
Estos autores destacan que, para evaluar la fertilidad del semental, es fundamental
considerar la hora del dia en la que se toman las muestras para evitar errores a la

interpretar los niveles séricos obtenidos.

Otro fendmeno reproductivo equino esta relacionado con un control circadiano
endogeno diurno. El momento de la ovulacion en roedores se atribuye a la secrecion de
hormona luteinizante (LH) por la adenohipofisis, regulada a su vez por sefiales del sistema
nervioso central (Yoshikawa et al., 2009), y los datos sugieren que un reloj circadiano
impulsa la sensibilidad del ovario a la LH (Sellix et al., 2010). Algunos hallazgos en
équidos sugieren que mas de dos tercios de las yeguas ovulan durante la noche
(Witherspoon y Talbot, 1970; Bowman, 2006). Se podria suponer que cuanto mas
intensas sean las sefiales de arrastre circadiano, mas estrecha se volvera la ventana para
la ovulacién. De manera similar, los estudios en multiples especies refieren que tanto la
hora de inicio del trabajo de parto como el parto estan relacionados con la hora del dia.
Se cree que esto ocurre a través de la liberacion ritmica hipotaldmica de oxitocina que

influye en la actividad miometrial (Rozien et al., 2007).

Hay investigadores como Pashen y Allen, (1970) que no relacionan el inicio del
parto con la hora del dia, sino que opinan que en el potro, justo antes del parto y debido
a las condiciones de hacinamiento en las que se encuentra, se activa el eje hipotalamico-
adenohipofisario-adrenal, estimulando la liberacion de cortisol fetal que desencadena una
inversion de la relacion progestageno/estrogeno y sensibiliza el endometrio a la oxitocina
(Fowen et al., 2008). Sin embargo, otros autores opinan que un pico nocturno en el ritmo
endogeno de la liberacion de oxitocina materna sea lo que decida la hora del parto, incluso
si el aumento del estrés fetal decide pue ser que sea lo que el dia. Esto lo respalda la
evidencia del aumento de la actividad del miometrio uterino durante la noche en ponis
prematuros tardios (Haluska et al., 1987) y el hecho de que las yeguas paran
predominantemente (86%) entre las 7:00 p.m. y las 7:00 a.m. (Rosalde y Short, 1967).

Desde una perspectiva del manejo equino también es importante la temperatura

corporal de la yegua. El rango diario de temperatura varia en mas 1°C con un pico al
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amanecer y otro aproximadamente a las 10:00 p.m. (Piccione et al., 2002a). La variacion
de los valores entre la mafiana y la noche, asi como las diferencias de rango de
temperatura individuales son cambios importantes a tener en cuenta en las evaluaciones
diarias de la salud de animales. Concretamente, en los potros presentan variaciones de
temperatura al amanecer que son detectables a partir de los 10 dias de su nacimiento

(Piccione et al., 2002b).

3.1.3 Ritmo circunanual y reproduccion equina

Los ritmos circanuales endogenos permiten anticipar las estaciones e impulsar
ciclos fisiologicos a largo plazo en mamiferos longevos que afectan a la reproduccion, el
crecimiento del pelaje, el metabolismo y la migracion (Wood y Loudon, 2014; Ebling,
2015). La fotorrecepcion en la retina registra el ciclo anual en duracion del dia y actiia
como el sincronizador principal de estos ritmos. El fotoperiodo proporciona informacion
estacional que permanece constante de afio en afio, sin embargo, no ocurre lo mismo con

la temperatura, la disponibilidad de alimentos, la lluvia u otras sefiales mentales.

La sefial del fotoperiodo es decodificada por cambios en la duracion de la
secrecion nocturna de melatonina (Lincoln, 2006). Esta hormona puede actuar de dos
formas: (a) ejerciendo su accion mediante un receptor o provocar una accidon
independiente del receptor. Dentro de las acciones mediadas por receptor estd, entre otras
cosas, el control de la reproduccion estacional (Carrillo-Vico et al., 2006; Reiter et al.
2007). Fuera del sistema nervioso central, la mayoria de los receptores de melatonina se
han observado en la pars tuberalis de la hipofisis (Morgan et al., 1996; Yoshimura, 2013
), seguido de las arterias cerebrales, células de la granulosa de foliculos preovulatorios,

espermatozoides, entre otros (Dvorkin y Cardinali, 2005).

En los équidos, la melatonina funciona como un inhibidor de la reproduccion. Esta
hormona, afecta a la secrecion de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), que,
a su vez, controla la ciclicidad ovarica. La accion de la melatonina es indirecta e involucra
una red de neuronas que transmiten la informacion desde las células diana en el
hipotdlamo premamilar a las neuronas liberadoras de GnRH en el é4rea preoptica
(Malpaux et al., 2001). Supresion de la secrecion de melatonina, al alargar las horas de
luz, aumenta su accidén inhibidora en el eje reproductivo de la yegua y aumenta la

frecuencia del pulso de frecuencia de la GnRH (Cleaver et al., 1991). Aunque el
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fotoperiodo es el principal regulador de reproduccidon en équidos, fluctuaciones en la
temperatura ambiente (Guerin y Wang, 1994), disponibilidad de alimento (Salazar-Ortiz
et al., 2011) y proximidad del semental (Wespi et al., 2014) modulan este efecto hasta

cierto punto.

En la naturaleza, la regulacion anual de los ciclos reproductivos permite a los mamiferos
reproductores estacionales restringir su actividad reproductora a la época del afo que
proporcionara las condiciones Optimas para la supervivencia de su descendencia
(Malpaux et al., 2001). La temporada de actividad reproductiva varia con la especie y
depende principalmente de la duracion de la gestacion, de forma que el parto ocurra
durante temperaturas mas calidas, aumento del crecimiento del pasto y horas de luz mas
largas (Silver, 1990). Con una duracion de gestacion de entre 320 y 350 dias, la actividad
reproductiva en las yeguas se inicia acortando la duracion de la produccion de melatonina

pineal en la primavera (Murphy, 2019).

Desde una perspectiva de manejo en una explotacion, comprender las sefiales que
impulsan las variaciones estacionales en la fisiologia equina son importantes para la
manipulacion de la actividad reproductiva, desarrollo del ganado joven y rendimiento

obtenido por la explotacion (Murphy, 2019).

3.1.4 Ciclo Estral

Después de la pubertad, la hembra entra en el periodo reproductivo ciclico que
continuara a lo largo de la mayoria de su vida. El ciclo estral se categoriza de acuerdo con
la frecuencia que ocurre durante el afio. La yegua es un animal poliéstrico estacional que
inician su actividad reproductiva, como se ha mencionado antes, durante los dias largos,
coincidiendo que inicia su ciclicidad con el incremento de las horas de luz/dia. El ciclo
estral se puede dividir en dos fases diferentes que se denominan en funcion de la
estructura dominante presente en el ovario durante cada fase del ciclo. Esta division del
ciclo estral son la fase folicular y la fase luteal. La fase folicular es el periodo desde la
regresion del CL hasta la ovulacion (proestro y estro) y la fase luteal que abarca desde la
ovulacion hasta la regresion del CL (metaestro y diestro). El anestro es una condicion en

la que la hembra no presenta ciclo estral (Reece, 2015).
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Tabla 1. Resume de las caracteristicas principales de las diferentes fases del ciclo estral.

FASE DEL CICLO CARACTERISTICAS

Fase Proestro | Formacion de foliculos ovulatorios + secrecion de estrogenos
folicular | Estro Receptividad sexual + pico de secrecion de estrogenos

Fase Formacion del cuerpo luteo + comienzo de secrecion de

luteal | Metaestro | progesterona
Diestro | Secrecion luteal sostenida de progesterona
Anestro | Ausencia de ciclo estral

3.1.4.1 Proestro

El proestro comienza cunado disminuye la concentracion de progesterona (P4)
como resultado de la destruccion del CL (luteolisis) y termina con el comienzo del estro.
Esta fase se caracteriza por una transicion endocrina que va desde un periodo de
dominancia de P4 hasta un periodo de dominancia de estrégenos (E2) secretados por los
foliculos maduros. Las gonadotropinas hipofisarias, LH y hormona foliculo estimulante
(FSH) son las responsables de esta transicion. Durante el proestro el foliculo antral
madura para que se produzca la ovulacion y el sistema reproductor femenino se prepara

para el inicio del estro y el apareamiento (Senger, 2013).

3.1.4.2 Estro

La especie equina es mayoritariamente monovulatoria, siendo poco frecuente la
ovulacion doble (7-25%). Durante la época reproductiva las yeguas ovulan con intervalos
de aproximadamente 22 dias, teniendo una duracion de 5-7 dias el periodo de estro

(Aurich, 2011).

El comportamiento demostrado durante el estro es estimulado por el aumento de
los niveles de E2, que puede ser sintetizado tanto por el foliculo dominante en la ausencia
de estructuras luteinas activas como por la corteza de la glandula adrenal, e inhibido por
la presencia de P4 (Aurich, 2011). La duracion del estro esta relacionada con el tamaio
del foliculo en el final de la fase de diestro, con la tasa de crecimiento del foliculo
dominante y con el tamafio final del foliculo preovulatorio. De forma general, la
ovulacion ocurre entre las 24-48h que anteceden al final del estro. Un aumento de P4
proveniente del desarrollo del CL es responsable del fin del comportamiento de estro. Los
comportamientos de estro no siempre indican que la yegua se encuentra en la fase

folicular del ciclo estral. Se ha descrito cientificamente que hembras en anestro estacional,
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ovariectomizadas y prefadas presentan sefiales ocasionales de estro cuando son
estimuladas por un semental (Asa et al., 1980; Asa et al., 1983). Las yeguas subordinadas
jerarquicamente pueden inhibir las sefiales de estro en la presencia de una yegua
dominante (Crowell-Davis, 2007). Segun McKinnon et al., (2011). El comportamiento

normal de una yegua en estro se caracteriza por las siguientes reacciones:

- Cola levantada, exponiendo la region perineal.

- Expresion facial caracterizada por la relajacion de los musculos faciales.
- Eversion ritmica de los labios de la vulva y exposicion del clitoris.

- Eliminar en pequefias cantidades de orina de una forma pasiva

- Orejas relajadas y mantenidas hacia atrds en una posicion neutral.

- Miembros posteriores en ligera abduccion.

- Carpos y corvejones flexionados.

- Pelvis mas baja.

- Vocalizacion.

- Comportamiento tranquilo, sin intentar morder o patear al semental.

De todas formas, actualmente, la mayoria de las yeguas no tienen un contacto
frecuente con el macho. Es conocido que, aunque algunas hembras pueden tener
preferencias por determinados machos, pueden rechazar a otros. Estos factores, entre
otros, contribuyen para que algunas yeguas durante estro no demuestren los
comportamientos caracteristicos que serian de esperar en este periodo, cuando entra en

contacto con el macho (Aurich, 2011).

3.1.4.2.1 Dinéamica folicular en la yegua

La foliculogénesis en las yeguas se caracteriza por una o dos olas foliculares
(Ginther, 1992). Una ola folicular es el proceso de emergencia y crecimiento de varios
foliculos que inicialmente lo hacen de forma asincrénica, pudiéndose dar olas principales

y olas menores.
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. Los foliculos que resultan de las olas principales pueden eventualmente
disociarse o desviarse. Un crecimiento preferencial de uno, u ocasionalmente dos,
miembros de la ola caracterizan esta desviacion. Este foliculo se denomina foliculo
dominante (Ginther, 1992). Este foliculo seleccionado crece hasta un didmetro grande (>
28 mm) y luego puede retroceder (onda mayor anovulatoria) u ovular (onda ovulatoria).
Los foliculos restantes, denominados foliculos subordinados, sufren atresia (Ginther et
al., 2004a). En olas menores, el foliculo mas grande no llega a volverse dominante

(Ginther et al., 2004; Pedrosa et al., 2011).

Una cascada de eventos bioquimicos intrafoliculares precede al comienzo de la
desviacion del didmetro folicular. El mecanismo que cambia esta cascada funcional
implica concentraciones reducidas de FSH circulante y el logro de una etapa de desarrollo
critica por parte del foliculo dominante futuro, que incluye la adquisicién de receptores
de LH de células de la granulosa y una mayor capacidad de respuesta a las gonadotropinas
(Ginther et al., 2004; Ginther et al., 2008). El papel de la FSH, después del pico de
aumento, implica el crecimiento y desarrollo continuo de todos los foliculos antes de la
desviacion y el foliculo dominante en desarrollo después de la desviacion (Ginther et al.,
2004a). Concomitante con el aumento de las dimensiones de los foliculos, el estradiol
continia aumentando, alcanzando su concentracién maxima alrededor de 1 a 2 dias antes
de la ovulacion, cuando los foliculos alcanzan su tamafio maximo (Donadeux y Pedersen,

2008).

En la mayoria de las especies domésticas la ovulacion ocurre de 24 a 40 horas
después de un pico de LH ovulatorio; sin embargo, en las yeguas la ovulacion se observa
cuando los niveles de LH atn estdn aumentando. Por lo tanto, el pico de LH ocurre
alrededor de 48 horas después de la ovulacion (Ginther et al., 2008). En el momento de
la ovulacion, el foliculo preovulatorio crece hasta un diametro maximo, alcanzando la
fosa ovulatoria, volviéndose mas suave y mas sensible a la palpacion a medida que se
acerca la ovulacion (Ginther, 1992). En la yeguas, todas las ovulaciones ocurren a través
de la fosa de ovulacion. El foliculo ovulatorio se desarrolla, aumentando no solo en ancho
sino también en profundidad a medida que se extienden a través del estroma ovarico e

invaden la fosa de ovulacion (Senger, 2013 ).
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3.1.4.2.2 Prediccion de la ovulacion

Al séptimo dia post el inicio del ciclo estral, se ha verificado el desarrollo de la
onda folicular con la emergencia de un foliculo dominante y se registra el aumento de la
FSH. Al décimo tercero dia ocurre la desviacion folicular, momento en el que el foliculo
dominante (con 6 mm de diametro) empieza a crecer una media de 3 mm al dia, hasta un
diametro aproximado de 35mm. En ese momento la FSH empieza a disminuir y hay un
aumento del estradiol-17f y de inhibina (suprime la secrecion e FSH en la adenohipofisis

para permitir el proceso de seleccion del foliculo) (Senger, 2013).

Dos dias antes de la ovulacion, el diametro folicular alcanza su meseta con unos
40 mm, se estanca su crecimiento y ocurre su maduracion. Por ultimo, alrededor del
vigésimo primero dia ocurre la ovulacion, que origina la luteinizacion de las células de la
granulosa. En este momento se registra el aumento de la LH, P4 y vascularizacion del
area del futuro cuerpo lateo CL (Ginther et al., 2008; Aurich, 2011). Los foliculos
preovulatorios pueden alcanzar un diametro igual o superior a 55mm, lo que se evidencia

de un modo sistematico en determinadas yeguas (Cuervo- Arango y Newcombe, 2008).

A menudo, el foliculo dominante pasa de ser una estructura esférica para tener una
forma mas irregular antes del momento de la ovulacion. Ademas, el foliculo se vuelve
mas deformable entre las 12:00 horas antes de la ovulacién. Durante la temporada
reproductiva, el acercamiento de la ovulacion se caracteriza por un adelgazamiento de la
pared folicular, aumento de la ecogenicidad de las células de la granulosa y la aparicion
de una capa anecogénica alrededor del foliculo. Estos cambios se deben al aumento de
tamafio y namero de c€lulas de la granulosa, aumento del flujo sanguineo y edema de teca

(Gastal et al., 1998).

Segiin McKinnon et al., 2011, los factores que se puede utilizar para prever la
ovulacion son: historia clinica de la yegua, tamafio y raza, tamafo del foliculo, patron de
crecimiento folicular, nimero de dias en estro, forma del foliculo, tono folicular, espesor
del borde folicular (determinado por ultrasonografia), disminucién del edema uterino,

administracion de un agente inductor de la ovulacion y época del ano.
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3.1.4.2.3 Administracion de hormona gonadotropina coriénica humana para inducir la

ovulacion

En reproduccion equina, debido a que la inseminacion artificial y la transferencia
de embriones demandan que se conozca con exactitud el tiempo de ovulacion, se utiliza
de forma rutinaria la induccion a la ovulacion. Entre los protocolos de manejo
reproductivos, la hCG ha sido la primera hormona utilizada para estimular la ovulacién
(Cortés-Vidauri et al., 2018), siendo método que se utiliza de forma mas frecuente en esta
especie (Dolezel et al., 2012). Para que la induccion de la ovulacion sea eficaz, el estro
debe ser confirmado por la presencia de un foliculo preovulatorio, con un didmetro igual
o superior a 35 mm, y la presencia de edema uterino en grado 3 (Camilo et al., 2004;
Samper, 2008). Se ha demostrado que la utilizacion de hCG induce eficazmente la

ovulacion dentro de las 36-48 h de su administracion (Squires, 2008).

Segtn un estudio sobre el efecto de la hCG sobre la vascularizacién ovarica y
folicular, se demostré que las yeguas a las que se les administr6 hCG (inductor de la
ovulacién) no mostraron cualquier aumento en el flujo sanguineo en el foliculo
preovulatorio en comparacion con las yeguas que ovulan naturalmente (Gastal et al.,

2006c).

3.1.4.3 Metaestro

En el metaestro fase posterior al estro, la capa de células epiteliales de la ruptura
del foliculo sufre una rapida hipertrofia e inicia la luteinizacioén, formando el CL, las
glandulas uterinas son activas, el mtsculo uterino relajado y el cérvix esta constrefiido, el
moco vaginocervical es escaso y pegajoso, la mucosa vaginal es palida (Arthur, 1975).
Las células de la de la granulosa y la teca de foliculo producen P4 en el metaestro y es

detectable justo después de la ovulacion (Senger, 2013).

3.1.4.4 Diestro

El Diestro se caracteriza por ser el periodo de inactividad sexual entre dos
periodos de estro. El primer periodo de diestro del afio es un "evento de bienvenida" que
ocurre después de una transicion frustrante que la yegua tiene entre el anestro y el
comienzo de sus ciclos estrales normales. Se describe como frustrante porque no hay

forma de acelerar el inicio de los ciclos estrales normales una vez que ha comenzado la
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transicion. Esto se aplica incluso si la transicidn comienza antes de lo normal después de
usar un tratamiento de incremento de la cantidad luz recibida por la yegua (Watson et al.,

2002).

Por definicion, una yegua en diestro tiene un CL funcional. E1 CL actia como una
glandula endocrina temporal formada por fibroblastos y restos de células de la granulosa
del foliculo recién ovulado. Esta estructura es responsable de la produccion de P4 hasta
el dia 40 de gestacion (Niswender et al., 2000). Entre el dia 40 y el dia 100 de gestacion,
la produccion de P4 necesaria para el mantenimiento de la gestacion es responsabilidad
del CL secundario. Cuando no ocurre la gestacion, el CL retrocede en respuesta a la
liberacion de PGF2a del endometrio. Este fenomeno se registra 13-16 dias después de

que ocurra la ovulacion (Weems et al., 2006).

La concentracion sérica de P4 aumenta a aproximadamente 1-2 ng/mL poco
después de que se produzca la ovulacion, hasta una concentracion maxima de 8-16 ng/mL
cuando el CL estd maduro. Aproximadamente 2 semanas después de la ovulacion, la
concentracion de P4 comienza a disminuir y alcanza su concentracion basal que se
mantiene hasta el inicio de un nuevo estro, aproximadamente 15-16 dias después de la
ovulacion (Ginther, 1992). Las hembras generalmente no son sexualmente receptivas
durante el diestro. Sin embargo, segun Ginther (1992), la interfaz entre diestro y estro no
es en blanco y negro, sino en tonos de gris. Por ejemplo, las hembras con concentraciones
bajas de progesterona sérica pueden ocasionalmente mostrar manifestaciones de celo

(Ginther, 1992).

El examen de diagnostico de gestacion se realiza mediante ecografia en modo B.
También se puede tomar una muestra de sangre para medir la concentracion de
progesterona si existen dudas sobre la deteccion de estructuras luteas mediante
ultrasonido. Si la concentracion sérica de progesterona es mayor de 2-3 ng/mL, es
indicativo de la presencia de un CL funcional (Ginther, 1992). Al comienzo de la
temporada reproductiva (en primavera), la visualizacion ecografica del edema uterino no
es un indicador confiable de la proximidad del momento de la ovulacion (Watson, 2002;
Atayde y Rocha, 2011). Sin embargo, cuando se establece el ciclo estral (a lo largo de la
temporada reproductiva), el edema uterino, representado por pliegues individuales en el
endometrio, es una indicacion util para predecir el momento de la ovulacion (Mir6 et

2004). Durante el estro, la alta concentracién de estrogenos y la baja concentracion de
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progesterona contribuyen a aumentar la hinchazon de la pared uterina, la apertura del
cuello uterino y la relajacion del utero y la vagina. Por el contrario, durante la fase lutea,
la pared del utero esta ligeramente contraida y el cuello uterino firme y cerrado. La

ecotextura uterina es homogénea y la presencia de edema es inexistente (Aurich, 2011).

3.1.4.4.1 Uso de prostaglandinas durante el diestro

La prostaglandina F2a (PGF2a), en el aparato reproductor de la yegua, ejerce
efectos sobre la ovulacion (Weems, 2006), durante el paso del concepto por el oviducto
(Freeman et al., 1992), en la produccioén de contracciones uterinas (Stout, 2011), en la
induccion al parto (Jeffcott y Rossdale, 1977) o en la induccion al aborto (Baucus et al.,
1987). No obstante, uno de sus efectos mas investigados es su accion luteolitica que
provoca el retroceso del CL y que da paso a un nuevo ciclo estral creciendo nuevos

foliculos (McCracken et al., 1972; Ginther, 1992).

En reproduccion equina, en un intento de iniciar un nuevo ciclo estral de forma
mas rapida, se administra un analogo de PGF2a, que provoca la lisis del CL maduro,
permitiendo asi que la yegua vuelva al celo en 3-4 dias después del tratamiento, y para la
ovulacion en 8-10 dias , disminuyendo asi los dias entre ovulaciones (Staempfli, 2011).
Este tratamiento es eficaz cuando se aplica 5 dias después de la ovulacion. El comienzo
de un nuevo ciclo estral y la ovulacidon ocurren aproximadamente a los 3-4 y 8-12 dias,
respectivamente, después de la administracion de esta hormona. El intervalo entre
ovulaciones depende del tamafio y el estado de los foliculos en el momento de la
medicacion. Cuando coincide con la fase de crecimiento final del foliculo preovulatorio,
la ovulacion puede ocurrir 48 h después de la inyeccion de PGF2a (Cuervo-Arango et al.,

2010).

Asi, al intentar acortar el ciclo estral de la yegua, se debe administrar tratamiento
con PGF2a lo antes posible en la fase lutea, sin embargo, no estd indicada su
administracion antes del 5° dia posterior a la ovulacion (ya que el CL atin no estd maduro,
como tal serd refractario al tratamiento). La administracion de prostaglandinas exdgenas
se usa comunmente para acortar la duracion del ciclo del estro y puede usarse con el
objetivo de disminuir la probabilidad de endometritis después del apareamiento (Weems
et al., 2006; Samper, 2005). Su administracion en dosis unicas elevadas puede provocar

luteolisis.

24



ESTADO DEL ARTE

3.1.4.5 Anestro

El anestro es el periodo en el cual la yegua no se encuentra receptiva al semental,
de un modo general, no es predecible que una yegua este en anestro a no ser que esta no
demuestre ninguna sefial de celo por lo menos en 21 dias o durante todo el ciclo (Ginther,
1992). El crecimiento folicular es minimo, solo algunos foliculos registran un didmetro
maximo de 16 mm, sin llegar nunca a ser un foliculo dominante. La reducida
concentracion de LH en el torrente sanguineo contribuye para el reducido crecimiento
folicular. Sin embargo, debido a la presencia de FSH se pueden distinguir ondas
foliculares durante la estacion anovulatoria (Donadeu y Watson, 2007).
Alternativamente, el anestro puede ocurrir en la presencia de un ciclo ovarico normal,
con el desenvolvimiento folicular y ovulacion. De este modo, el primer paso para el

diagnostico de la causa del anestro es una evaluacion ginecoldgica en detalle y completa.

3.14.5.1 Anestro con actividad ovarica

La ausencia del retorno al estro es la primera sefial de gestacion. Las yeguas
gestantes presentan olas foliculares caracteristicas durante los primeros meses de
gestacion y posen, como minimo, un CL activo. Después de la desaparicion de todas las
estructuras luteas, alrededor del dia 180 de gestacion, los ovarios retroceden y se quedan

inactivos, manteniéndose asi hasta el momento del parto (Ginther, 1992).

La presencia de niveles elevados de P4 en el torrente sanguineo, puede provenir
de estructuras luteas o de la unidad feto-placentaria, pudiendo ser suficiente para
mantener la yegua como si estuviera en estado de diestro permanente. Por regla general,
el CL se puede visualizar utilizando la ecografia transrectal del aparato reproductor,
aunque puedan existir excepciones (Ginther, 1988). Concentraciones de P4 iguales o
superiores a Ing/mL suelen mantener la yegua en anestro y promueven la exhibicion de
sefales tipicas de anestro tales como: comportamiento agresivo delante del macho, patear,
orejas extendidas hacia atras, expresion facial de enfado (representada por tension en los
musculos faciales) y movimientos rapidos de la cola (Crowell-Davis, 2007). Bajo la
influencia de una elevada cantidad de P4, el cérvix se presenta cerrado, firme y alongado,
y el utero suele estar con un tono firme e la palpacion y ausencia de edema (Ginther,

1992).
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En el caso de que la concentracion de P4 en el plasma sanguineo esté elevada, y sabiendo
que la yegua no se encuentra gestante, la administracion de una dosis luteolitica de
PGF2a, promueve la lisis de las estructuras luteinicas presentes y la yegua deberia entrar
en estro en los 3-4 dias siguientes (Staempfli, 2011). Un fallo en el inicio del estro en 5-
6 dias puede requerir la administracion extra de PGF2a y un fallo en esta respuesta

confirma una fuente no luteinica productora de tan elevada concentracion de P4.

3.1.45.2 Anestro sin actividad ovarica durante la estacion reproductiva

Las principales causas de anestro durante la estacion reproductiva son debido la
nutricion o lactacion. Por un lado, en el anestro nutricional hay que tener en cuenta que,
aunque después del parto las yeguas con baja condicion corporal tardan més tiempo en
quedarse gestantes y tienen periodos de anestro mas largos, pueden volver al estro (Gentry
et al., 2002). Las yeguas, una vez que se queden gestantes, pueden llevar la gestacion a

término sin ningin problema.

Por otro lado, en el anestro de lactacion la gran mayoria de las yeguas tienen el
“celo del potro” a los 9-10 dias post parto. El anestro de lactacion ocurre solamente en
una media de 3-4% de yeguas paridas que presenten una buena condicidon corporal, sin
embargo, puede ocurrir en mas del 16% de las yeguas con una condicion corporal baja

(Heidler et al., 2004).

De este modo, las yeguas que presentan una baja condicién corporal en el
momento del parto tienen una mayor probabilidad de entrar en anestro de lactacion.
Ademas de estos dos factores, el anestro también podra ocurrir debido a la introduccion

de implantes de GnRH, hipopituitarismo o por un factor idiopatico.

Tabla 2. Resumen de las posibles presentaciones del anestro. Adaptacion de McKinnon et al., 2011

ANESTRO
Ovarios activos Ovarios inactivos
Con P4 alta constantemente Sin P4 o P4 ciclica Anestro estacional
Gestacion Comportamental Anestro nutricional/estacional
Retencion de tejido luteinico Insensibilidad estrogenica Anestro de lactancia

Anestro post ovulacion

Tejido luteinico ectdpico o Hipopituitarismo
tumor Administracion GnRH
Senescencia/ldiopatico
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3.1.5 Mecanismos de control local

Los rapidos cambios ciclicos en el crecimiento y la regresion del CL exigen que
se d¢ la correspondiente rapidez cambios dentro de su vasculatura. Es bien sabido que
la regulacion de la angiogénesis es un factor critico que regula la funcion latea (Webb

et al., 2002).

La angiogénesis consta de al menos tres pasos: (i) ruptura de la membrana basal
de vasos sanguineos existentes; (ii) migracion de células endoteliales hacia un estimulo
angiogénico Yy (iii) proliferacion de células endoteliales para establecer un nuevo brote
de vasos sanguineos (Redmer et al., 2001). El factor de crecimiento endotelial vascular
(FCEV) es el principal factor angiogénico en el cuerpo luteo (Reynolds y Redmer, 1998).
En la yegua, las células luteas expresan FCEV hasta la fase lutea tardia fase, cuando su
expresion disminuye (Tamanini y Ambrogi, 2004). Es posible que este factor en el CL

esté regulado por la LH (Dickson y Fraser, 2000).

En la yegua, la alta proliferacion de células endoteliales en el CL temprano
conduce a un aumento vascularizacién a medida que madura. La vasculatura densa que
esta presente en la fase lutea media es necesaria para que las células luteales liberen
precursores de progesterona y progesterona (Al-zi’abi et al., 2002). La administracion de
PGF2a parece reducir la expresion de FCEV inhibiendo proliferacion de células

endoteliales (AL-ziabi et al., 2003).

El FCEV también interviene en funciones no angiogénicas en el cuerpo luteo,
como regulacion de la permeabilidad vascular, vasodilatacion y mediacion de la
supervivencia de las células endoteliales después de la administracion de PGF2a
(Folkman y Klagsburry, 1991; Goede et al., 1998; Berisha et al., 2000). Asimismo, puede
desempefiar un papel indirecto en la migracion de neutrofilos al CL en regresion
estimulando la liberacién de quimiocinas (Lee et al., 2002). El FCEV tiene un rol
fundamental en la regulacion de la angiogénesis y la luteolisis en el CL (Al-zi’abi et al.,
2003) porque estimula el aumento de la permeabilidad vascular, la angiogénesis y la

mitosis de las células endoteliales (Folkman y Klagsburn, 1991).
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El primer factor angiogénico descrito en el ovario fue el factor basico de
crecimiento de fibroblastos (FBCF) (Gospodarowicz et al., 1985). Este factor se expresa
tanto en foliculos maduros como en CL con pequeias variaciones durante el ciclo
ovarico. Su funcidn es estimular la proliferacion de células endoteliales (Bikfalvi et al.,
1998) y ejercer un efecto antiapoptotico sobre las células de la granulosa, lo que favorece
la produccion de factores angiogénicos y la inhibicion de la produccion de 6xido nitrico
(NO) (Grasseli et al.,2002). Neuvians et al., (2004) describieron que el FBCF también
puede estar implicado en la induccion de la luteolisis porque provoca la secrecion de
prostaglandinas en las células luteinicas de la especie bovina. El FBCF no desempefia
una funcién critica en la angiogénesis fisiologica durante la fase lutea porque se ha

demostrado que su ausencia es compensada por otros factores (Tamanini y Ambrogi,
2004).

El NO, que se produce por las células endoteliales durante la fase lutea, actua
aumentando el flujo sanguineo y como consecuencia estimula la relajacion del musculo
liso de las arteriolas. Por ello, favorece la angiogénesis ya que los perocitos capilares
incrementan la produccion del FCEV (Tamanini et al., 2003). Sin embargo, NO también
puede tener un efecto luteolitico inhibiendo la progesterona y estimulando la secrecion
de prostaglandinas (Neuvians et al., 2004). En la yegua, el NO parece estar involucrado
en el crecimiento folicular y la ovulacion. Es posible que la inhibicién de la actividad
angiogénica en el CL equino por exposicidn a progestagenos a largo plazo también podria

ser un proceso mediado por NO (Ferreira-Dias et al., 2006)

El factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-I) es una hormona polipetidica
una alta similitud de secuencia de la insulina segregada en multiples tejidos por el efecto
de la hormona de crecimiento. Tiene efectos endocrinos, autocrinos y paracrinos . E1 IGF
también esta regulada por interacciones con proteinas de union de IGF, controlando su
vida media y aclaramiento (Armstrong y Webb, 1997; Webb et al., 2002; Silverthorn,
2019).

El IGF es un promotor importante de la esteroidogénesis con el potencial de actuar
en multiples sitios. Asimismo, puede regular la angiogénesis y la apoptosis lutea. Se ha
de mostrado que la interaccion del receptor de IGF con IGF-I protege una variedad de
tipos de células, que incluyen células de ovario, de apoptosis. Modulan la funcién de las

células luteas mediante la interaccion con receptores de superficie celular (Webb et al.,
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2002). En la literatura cientifica se ha descrito que, en yeguas, una regresion o cese del
foliculo preovulatorio o una disminucion de su didmetro 2 dias antes de la ovulacion esta
asociado a un descenso de la concentracion IGF-I (Checura et al., 2010; Bashir et al.,
2016). En el afio 2011, Derar et al., demostraron que el receptor del IGF-I se secreta
durante la fase estral del ciclo concomitante con el desarrollo del foliculo dominante y
que al mismo tiempo puede actuar en concordancia con otras hormonas para la seleccion

y diferenciacion del foliculo dominante.

Pico LH

CL / CL (regresion)
y
— Progesterona o
—PGF2, / \
77/’/
1 38 7 9 11 13 15 17 19 21 231 3 8 7

© 1897 Oklahoma State University ] Dias

Fig. 2. Resumen del ciclo estral de la yegua. Fuente. Oklahoma State University, 1997.

3.2 ULTRASONOGRAFIA

3.2.1 Ultrasonografia convencional

La ecografia transrectal en modo B se introdujo en la década de 1980,
revolucionando la diagndstico y seguimiento reproductivo en yeguas (Ginther, 2014). El
modo B, permite representacion de imagenes en una escala de grises en dos dimensiones
(2D) de ecos, se utiliza no solo para identificar y medir estructuras, sino también para
diagnosticar enfermedades. La ecografia en modo B produce una imagen que corresponde
a una seccion transversal del tejido dentro del plano escaneado. Esta seccion transversal
puede formarse en forma de una sola imagen congelada (estatica B modo), o estar
formado por la suma de numerosos fotogramas adquiridos que se mostraran dentro de un

segundo (modo B en tiempo real) (Reef, 1998).
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Un método mas nuevo en medicina veterinaria es el uso de la ecografia Doppler.
Se trata de una herramienta no invasiva asociada al ultrasonido convencional modo B que
es capaz de proporcionar informacion en tiempo real sobre aspectos hemodinamicos de

los vasos sanguineos de los 6érganos y su arquitectura vascular (Carvalho et al., 2008).

El examen reproductivo guiado por ultrasonido es una técnica no solo utilizada
exclusivamente con el proposito informativo, sino que también se usa como ayuda en la
recogida de muestras, tejidos o fluidos (por ejemplo, aspiracion de oocitos, biopsia de
tejido luteo) y como "guia" para insertar sustancias farmacologicas o material biologico

(semen) dentro del utero (Campos, 2017).

3.2.2  Doppler pulsado.

El principio de la ecografia Doppler se basa en el movimiento de las células
sanguineas en relacion con el transductor, de modo que los cambios en la velocidad y
direccion del flujo estan representados por imagenes con colores y tonos especificos
(Ginther, 2007). La gama de colores se puede calcular a través del porcentaje de
tejido/estructura con color o mediante un software, que cuenta el nimero de pixeles

(Ginther, 2014).

La ecografia Doppler tiene dos modos de accion distintos que permiten el acceso
al flujo de sangre. Uno es el espectral o pulsado, en el que la variacion de la velocidad
del flujo sanguineo. La sangre esta representada por un grafico de forma de onda, donde
se puede observar los indicadores de perfusion tisular como pico de velocidad sistolico
(PVS), pico velocidad diastolica (PVD) y flujo de mayor velocidad media (FMVM). La
relacion de las tres velocidades medidas (PVS, PVD FMVM) se calculan para obtener el
indice de resistencia (RI) y pulsatilidad (PI). Los valores de RI y PI pueden oscilar entre
0y 4, siendo 0 sin cambios y el valor maximo (Ginther, 2007). La medicion adecuada
de las velocidades del flujo sanguineo durante el examen espectral depende de la
angulacion correcta (angulo Doppler) entre el transductor y el vaso sanguineo evaluado
(Ginther, 2007). Debido a la gran tortuosidad de las arterias, presentes en el endometrio,
los ovarios y utero, no se pueden determinar los respectivos angulos Doppler. Sin
embargo, las tasas de Rl y PI no se ven influenciadas por esta angulacion, por lo que estan
indicados para la evaluacion espectral del aparato reproductor de yeguas (Silva, 2005;

Ferreira et al., 2008; Ferreira, 2013; Ginther, 2014). RI y PI tienen una correlacién
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negativa con la perfusion vascular del tejido irrigado por la arteria en cuestion, es decir,
el aumento de RI o de PI indica un aumento de la resistencia y, en consecuencia, una

disminucién de la perfusion tejido vascular (Ginther, 2014).

3.2.3 Doppler color/power Doppler.

El otro modo es Doppler color-flow/power-flow, con el que la velocidad del flujo
sanguineo puede ser visualizado por la intensidad de los pixeles de color (puntos), de
oscuro a claro, siendo ese color oscuro indica baja velocidad y la luz indica alta velocidad.
El flujo esta dirigido al transductor que esta codificado en rojo y el flujo de salida esta

codificado en azul (Ginther y Utt., 2004).

El Doppler color flow esta representado por una imagen con mas de un color, que
no representa necesariamente sangre arterial o venosa, sino mas bien la direccion en la
que el flujo sanguineo cambia en relacion con el transductor, es decir, tiene un color en
caso de que la sangre "se acerque" al transductor y otro, en caso de que la sangre "se
aleje" del transductor. El Power flow estd compuesto por un solo tono de color que varia
seglin con la cantidad de células sanguineas en movimiento y no depende del angulo de
Incidencia de rayos de ondas. En el modo power-flow, se pueden detectar vasos pequeiios
y/o con fluyjo muy lento, lo que permite detectar posibles cambios sutiles en la
vascularizacion. Cabe destacar que la vascularizacion se gradta por intensidad, cantidad

y tamafio de los pixeles de colores (Ginther et al., 2007a).

La imagen formada se basa directamente en la variacion de frecuencia y la
direccion del flujo sangre, y en el caso de doppler color también se basa indirectamente
en el angulo en el que los rayos ultrasonicos estan dirigidos. Con el fin de obtener una
buena imagen Doppler, el operador debe programar que la onda emitida por el transductor
tenga entre 30 y 60 grados (Ginther y Utt., 2004). Los indices mas fiables que se deben
medir para calcular la velocidad del flujo sanguineo del tracto reproductivo son Rl y PI.
Cuanto cuanto mayor es el RI, menor es la perfusion vascular y cuanto mayor es el PI,

menor es la perfusion sanguinea en tejidos distantes (Ginther y Utt., 2004).

El power doppler tiene algunas desventajas en comparacion con el doppler color.
Una es la mayor susceptibilidad del power doppler para mostrar los destellos de

artefactos, que si son excesivos podria impedir su uso (Bude y Rubin, 1996; Rubens et
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al., 2006). Otra desventaja es su falta de informacion de flujo direccional o de velocidad

(Bude y Rubin, 1996).

3.2.4 Doppler color como herramienta de exploracion del aparato reproductor de la

yegua

La ecografia Doppler color se empez6 a utilizar en yeguas para evaluar la
vascularizacion de la pared folicular. Los primeros estudios se basaron en la informacion
obtenida en las grandes arterias (ovarica, uterina y vaginal) responsables de la
vascularizacion sanguinea del aparato reproductor femenino (Gastal y Gastal, 2012). Sin
embargo, estudios mas recientes han demostrado la utilidad de la valoracion Doppler
directamente en la estructura diana, como el endometrio, la pared folicular o el CL (Silva,
2005; Silva y Ginther, 2006; Ginther et al., 2008; Ferreira et al., 2008; Ferreira, 2011).
Asi, la ultrasonografia Doppler color es una técnica usada para evaluar el estado de

luteolisis de una forma rapida, facil y economica (Mir9, 2015).

Fig. 3 Evaluacién ecogréfica de una yegua en Yeguada Miguel Angel de Céardenas. Archivo personal.

Actualmente, la ecografia Doppler es la técnica mas utilizada que permite la
valoracién del flujo sanguineo del CL durante el diestro y también después de la
administracion de tratamientos hormonales (Castro et al., 2016), lo que permite un

conocimiento mas profundo de la fisiopatologia reproductiva de una yegua.

Al evaluar la arteria uterina en la fase lutea temprana, las yeguas presentan un RI
bajo, lo que indica una disminucién de la impedancia al flujo sanguineo en la vasculatura

distal y, por lo tanto, un aumento de la perfusion uterina. Es logico que el suministro de
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sangre uterina sea mayor en la fase litea temprana, lo que se corresponde con el momento
de la llegada del embrion al ttero. De hecho, el aporte de sangre uterina es importante
para la nutricion del embrion y el reconocimiento materno y sus cambios pueden influir
en la pérdida embrionaria en yeguas (Bollwein et al., 2003). En 1998 Bollwein et al.,
demostraron que una alta resistencia vascular del utero en yeguas multiparas mayores
ocurre como resultado de la fibrosis, y puede ser una causa de infertilidad en estos

animales (Bollwein et al., 1998).

En un estudio sobre la desviacion y seleccion de foliculos en el que se utilizo el
Doppler color, Acosta et al. (2002), demostraron que el PVS y FMVM empezaron a
disminuir disminuyeron en el futuro foliculo subordinado mas grande y continud
aumentando en el futuro foliculo dominante. Esta diferencia se inici6 2 dias antes del
inicio de la diferencia mas evidente entre el foliculo subordinado y el dominante. Estos
hallazgos permiten a los veterinarios identificar el foliculo dominante antes del desarrollo

del diametro.

Otra investigacion basada en ultrasonografia en modo B, describe una banda
anecoica progresiva, que aumenta en el area entre las capas de la teca durante los 3 dias
antes de la ovulacion (Gastal et al., 2006a). Estos mismos autores, durante las tltimas 4
h antes de la ovulacion, demostraron, con doppler color, que ocurre una disminucioén
progresiva en el porcentaje de la pared del foliculo con disminucion en las sefiales de
color. En otro estudio (Carnevale et al., 2002) se concluy6 que varios valores medios de
pixeles aumentaron de una manera aproximadamente lineal durante las 14 h antes de la
ovulacion en los pacientes tratados con hCG yeguas. Todo esto puede permitir a los
profesionales predecir con cierto grado de seguridad el tiempo de ovulacion y el mejor

momento para la inseminacion.

3.3  VALORACION REPRODUCTIVA DE LA YEGUA: EXAMEN
TANSRECTAL

La palpacion transrectal es una herramienta diagnostica habitual en la clinica
equina reproductiva (Brinsko et al. 2010) que permite evaluar el cuello y tono uterino,
sensibilidad ovérica al tacto y presion, consistencia de foliculos ovaricos y deteccion de
quistes. Asimismo, se puede verificar que después de la ovulacion hay un aumento del

tono uterino y cérvix como consecuencia del incremento de los niveles de P4 verificado
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en esta fase del ciclo estral (McKinnon et al., 2011). Este tipo de valoraciones no se
pueden llevar a cabo utilizando solo la ecografia. Sin embargo, si a la palpacion
transrectal se le une el estudio ultrasonografico Doppler, para estudiar otros mecanismos
reproductivos, se puede valorar el aparato reproductor en profundidad (Bollwein et al.,

2002a; Acosta et al., 2004a; Silva y Ginther, 2006).

3.3.1 Evaluacién ovarica

Actualmente, deteccion precoz del inicio de la actividad folicular y control de todo
el ciclo estral de una yegua es fundamental para implementar un manejo reproductivo
adecuado. A través de ultrasonografia Doppler, es posible determinar el potencial
ovulatorio de los foliculos dominante durante el periodo de transicion primaveral (Acosta
y Miyamoto, 2004). Esto es debido a que los cambios en la hemodindmica ovarica se
pueden detectar a lo largo del desarrollo folicular y estdn relacionados con la
remodelacion del tejido ovarico y el sistema vascular responsable de su vascularizacién

(Ginther et al., 2007b).

El periodo de la transicion primaveral, que precede al inicio de la actividad
reproductiva, se caracteriza por el desarrollo de ondas foliculares anovulatorias. Durante
esta fase, los foliculos dominantes anovulatorios tienen una tasa de crecimiento y
dimensiones similares a observado durante la temporada reproductiva. No obstante, un
aumento progresivo de la vascularizacion de la divergencia folicular ocurre solo en
futuros foliculos ovulatorios, mientras que los foliculos anovulatorios tienen baja
vascularizacion independientemente del didmetro que tengan (Acosta et al., 2004b). Se
ha descrito que esta disminucion de la vascularizacion de foliculos anovulatorios se
relaciona con la baja concentracion de LH durante este periodo de transicion (Ginther et
al, 2003). La evaluacion Doppler color del flujo sanguineo folicular se ha utilizado como
un método eficaz para predecir la viabilidad folicular y cambios hemodindmicos (Gastal

et al., 2006¢; Ginther et al., 2007c; Campos 2017; Requena et al., 2021).

Los foliculos ovaricos contienen liquido folicular de color amarillo anaranjado
palido, que esta representado ecograficamente por una imagen negra (anecogénica). El
examen de ultrasonido de una yegua en celo permite la evaluacion del crecimiento
folicular, cambios de forma, caracteristicas de la pared y liquido folicular, y también para

evaluar el patron de edema uterino. El foliculo dominante aumenta de diametro en un
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promedio de 3 mm por dia. El tamafio maximo folicular a menudo se alcanza 1-2 dias
antes de la ovulacion. La ovulacion, que segin Townson y Ghinter (1987) ocurre en
menos de 60 segundos, puede ser reconocida por una rapida disminucion del tamafio
folicular después de haber visualizado previamente un foliculo grande y/o la presencia de
una estructura colapsada (Ginther, 1988). Desde el punto de vista clinico, se recomienda
registrar, durante de 1 a 4 dias, el tamafio de los foliculos que presenten un diametro igual
o mayor de mas de 30 mm en ambos ovarios, ya que este procedimiento permite al
operador rastrear el crecimiento folicular, monitoreando el niimero de ovulaciones, y

prediciendo la potencial gestacion (Camilo et al., 2004; Samper, 2008; Campos, 2017).

Segun Gastal et al. (2006c¢) , la vascularizacion folicular es maxima 24 horas antes
de la ovulaciéon y hay una disminucién abrupta de perfusion sanguinea folicular durante
las 4 horas anteriores a la ovulacion. Ginther (2007a) describié cambios en la perfusion
sanguinea en un foliculo horas antes ovulacidén, y en las cuatro horas previas a la
ovulacion el porcentaje de flujo registrado por la disminucion de Doppler. Las células de
la granulosa cambian a medida que lo que aumenta la vascularizacion de la teca en el lado
opuesto al apice del foliculo. esta region se llama fosa ovulatoria, donde se produce la
rotura folicular. Se registra la ovulacion como un evento lento y hay buena

vascularizacion en el apice folicular correspondiente.

Ademas, la ultrasonografia también puede ayudar a diferenciar las condiciones
anormales de ovario, como foliculos anovulatorios y tumores ovaricos (Campos, 2017).
Por lo tanto, la ultrasonografia es fundamental en el examen reproductivo. Debido a la
configuracidon anatdémica del ovario de la yegua, la palpacion transrectal del CL por el
recto no es factible. De hecho, en la yegua, el CL se forma dentro del ovario y no
sobresalen por encima de la superficie del ovario como ocurre en otras especies (Squires

et al., 1988).

Algunas de las indicaciones para la evaluacion ecografica del CL son: (1) para
detectar la ovulacion; (2) a evaluar la formacion de CL; (3) determinar el tamafio y las
caracteristicas del CL; (4) para determinar si el fracaso de una yegua para mostrar estro
es causado por el mantenimiento prolongado de un CL o por la ausencia de CL y actividad
folicular; (5) para distinguir entre anovulados foliculos hemorragicos, foliculos no rotos
luteinizados y CL; y finalmente (6) para determinar si un yegua ha ovulado mas de un

foliculo (Silva Gomes, 2008).
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Al usar la ultrasonografia modo B a tiempo real, el CL de la yegua se puede
identificar en un promedio de 17 dias después de la ovulacién o hasta cinco dias antes de
la ovulacion subsiguiente (Pierson y Ginther, 1985). Las propiedades ultrasonicas de
algunos cuerpos luteos maduros son similares a las del estroma del ovario. Sin embargo,
el tejido luteo se puede distinguir normalmente del estroma por un margen. que esta
formado en parte por la diferencia en la impedancia acustica de los tejidos (Pierson y

Ginther, 1985).

Aproximadamente el 50% de los CL se caracterizan por una cavidad central no
ecogénica, llena de sangre (Pierson y Ginther, 1985). A pesar de las diferencias
morfologicas entre las estructuras luteas, con y sin zona ecogénica central, esto no parece
ser funcionalmente significativo, ya que la cantidad de tejido lateo no es diferente entre
los dos tipos de CL y no interfiere con la longitud de los intervalos interovulatorios

(Townson et al., 1989).

Segtn la porcion ecogénica de la glandula luteal, el brillo y el contraste de la
escala de grises parece dar indicacion de la hemodindmica latea (Pierson y Ginther,
1985). Las imégenes de ultrasonido del CL se ven afectadas por la cantidad de sangre que
contiene. La sangre es semi-ecogénica y el suero no es ecogénico, mientras que el estroma
luteo opuesto es ecogénico. Generalmente, la luteinizacion se observa primero en la
periferia de la estructura latea. A medida que el CL envejece y la sangre se reabsorbe
normalmente, desarrolldndose de una estructura lutea solida que es uniformemente
ecogénica. En general, el CL es mayoritariamente ecogénico el dia 0 o 1 después de la
ovulacion. Este probablemente sea el resultado de las propiedades ultrasénicas del

foliculo colapsado (Squires et al., 1988).

La ecogenicidad del CL disminuye durante los primeros seis dias del diestro,
permanece en un nivel minimo durante varios dias durante la mitad del diestro y luego
aumenta en los dias12 al 16 (Pierson y Ginther, 1985). Este aumento de brillo durante la
regresion CL es indicativo de una disminucién del flujo sanguineo, aumento de la

densidad del tejido e infiltracion de fibrina (Pierson y Ginther, 1985).
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3.3.2 Evaluacidn uterina

Las yeguas en celo, por lo general, tiene edema en el endometrio que se presenta
con la forma caracteristica de "rueda de carro" o “gajos de naranja”. El edema se presenta
por los altos niveles en sangre de estrégeno y niveles bajos de progesterona. El patrén de
edema cambia durante la evolucion del estro y se utilizan sistemas de puntuacion para
valorar los patrones de edema uterino (Samper y Pycock, 2007). Generalmente, los
niveles de edema (tabla 3) aumentan a medida que crece el foliculo dominante,
alcanzando su punto maximo 1-2 dias antes de la ovulacion. El edema desaparece 24
horas antes de la ovulacion porque se invierte los niveles hormonas de forma que hay una
disminucién de estrogeno y un aumento de progesterona (Carnevale y Olsen, 2011). Por
el contrario, el utero de la yegua en diestro (fase luteinica) aparece tubular y con

ecogenicidad homogénea, desprovisto de edema (Aurich, 2011).

Se requiere una interpretacion cuidadosa en la evaluacion del edema uterino, ya
que las enfermedades inflamatorias también pueden causar edema. De forma fisioldgica,
una yegua con estro normal puede presentar en el utero una pequena cantidad liquido
claro (no ecogénico). Sin embargo, un aumento en el volumen de liquido ecogénico
sugiere inflamacion uterina. En ocasiones, es posible que este liquido no se detecte

facilmente antes de que el edema uterino disminuya (McKinnon et al., 2011)

Tabla 3. Evaluacion del grado de edema en yeguas. Adaptado de McKinnon et al., 2011)

GRADOS DE EDEMA UTERINO
Nivel de | Cantidad de

Descripcion
edema edema P
. Ausencia de edema. Los pliegues endometriales no se ven
0 Inexistente |. ..
individualmente.
1 Leve Pliegues endometriales adoptan forma de "rueda de

carro" en el inicio del estro.

Aumento del espesor de pliegues endometriales.
2 Moderado | Inflamacion en utero. Ocurre a mitad del estro. Tipico por
aumento de E2 (1-2 dias antes de la ovulacion).

Pliegues endometriales muy distendidos. Inflamacion
exagerada. Se asocia a inflamacion uterina.

3 Abundante
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3.3.3 Diagnostico de gestacion y viabilidad ovéarica

Como regla general, el primer diagnostico de gestacion con ecografia en modo B
se realiza cuando 14-17 dias después de la ovulacion. En caso de que el primer
diagnostico sea positivo, se debe realizar un segundo diagndstico entre los dias 30 y 45
de gestacion. Este segundo examen es fundamental porque la incidencia de reabsorcion
embrionaria varia entre el 5 y el 15% (Vanderwall, 2011) y tiene lugar entre el 14 y el 40

de gestacion de la yegua.

En las yeguas, hay un marcado aumento en el flujo sanguineo uterino desde las
primeras horas después de hacer la inseminacion artificial hasta las ocho horas post
inseminacion. Se cree que este fendmeno esta relacionado con el transporte de esperma 'y
el proceso de limpieza uterina (Ferreira et al., 2015). Ademas de la motilidad normal de
los espermatozoides, las contracciones del miometrio son esencial para que los
espermatozoides sean transportados al sitio de fertilizacién durante las primeras horas
después de la introduccion del semen en el aparato reproductor femenino. Asimismo,
después del apareamiento, se produce un proceso inflamatorio fisiolégico y transitorio
que tiene como objetivo eliminar el exceso de semen, restos celulares y posibles

contaminantes del tracto reproductivo de la yegua (Troedsson, 1999).

En 2005, Silva et al. concluyeron que tanto las yeguas gestantes como las no
gestantes tienen similitudes en la vascularizacion endometrial baja en los primeros ocho
dias después de la ovulacion. Sin embargo, entre el dia 11 y 13 después de la ovulacion
se detecta un aumento de la perfusion vascular. en el cuerno uterino que tiene el embrion

movil (Ginther, 2014).

El diagnodstico de gestacion en una yegua puede hacerse a los 11 dias de la
ovulacion, en ese momento ya es posible ver una vesicula embrionaria (que crece 1,5 mm
diarios), sin embargo, la vesicula embrionaria todavia tiene movilidad intrauterina, lo que

requiere una exploracion meticulosa para evitar falsos negativos (Campos, 2017).
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4 MATERIAL Y METODOS

4.1 ANIMALES

Se evaluaron 30 yeguas de Pura Raza Espafiola con un rango de edad entre 4 y 19
afos (con un promedio de 9.3) y un peso que oscil6 entre los 600 y 700 kg. Los animales
presentaron una puntuacion alta en condicion corporal (puntuacion 8) durante todo el
periodo experimental de esta la investigacion (Beneke et al., 1983). Todas las yeguas
tenian un tracto reproductivo normal, una duracion tipica de los ciclos estrales, estaban
libres de enfermedades infecciosas y se alojaron en establos con acceso ab libitum al agua,
heno y sal mineral. Las yeguas, con el fin de poder valorar el efecto de la edad, se
dividieron en dos grupos: jovenes (<8 afios, n = 15) y maduras (=8 afios, n = 15). La fase
experimental se llevo a cabo en la ganaderia “Miguel Angel de Cardenas”, ubicada en la
Finca San Pablo (Ecija, Sevilla, Espafia). El manejo se hizo siguiendo los requisitos

exigidos por la Universidad de Cordoba sobre bienestar y experimentacion animal.

Promedio de horas de sol en la provincia de Sevilla. 2020 Horas totales de sol en la provincia de Sevilla. 2020

Total de horas de sol/mes

Media diaria de horas de sol/mes

5 6 7 8 9 \ I~ 1 2 3 s 6 ; 8 9 10 n 12
< wclimate-data.org
Meses de afio. 2020 e . wwseclimate-data.org
) Meses de afio. 2020

Fig. 4 Promedio y total de horas de sol registradas en la provincia de Sevilla en el afio 2020. www. Climate-
data.org.
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4.2 MANEJO DE LAS YEGUAS

Todas las yeguas de este estudio se sometieron a un examen clinico general y
ginecologico previo para descartar posibles patologias reproductivas y determinar el
momento del ciclo en el que se encontraban. Mediante ecografia se comprobd que
estuvieran en celo con un foliculo preovulatorio de 35 mm de didmetro o superior, asi
como edema endometrial, y mediante palpacion rectal se comprobd que tuvieran tono
cervical, como describieron Brogan et al. en 2016. Posteriormente se les administro via
intravenosa una dosis de 3000 UI de hCG (VETERIN CORION®) para inducir la la
ovulacion. En todas ellas, la ovulacion se registro entre las 24 y las 48 h posteriores a la

administracion de la hCG mediante ecografia.

La inseminacion artificial se realiz6 con semen refrigerado obtenido de
sementales de la propia yeguada. En este estudio, se decidid evitar la sedacion de las
hembras para prevenir los posibles efectos vasodilatadores del sedante, aunque minimiza
los artefactos en la grabacion de video Doppler color. A los 14 dias post-inseminacion,

se realizo el diagnostico de gestacion mediante ecografia.

Fig. 5. Inseminacién artificial a una de las yeguas del estudio. Archivo personal.
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4.3 ULTRASONOGRAFIA

Las valoraciones ultrasonograficas se realizaron con un ecografo modo B y
Doppler (MyLabOneVet, ESAOTE, Barcelona, Espafia). El dispositivo estaba equipado
con un transductor lineal multifrecuencia de 6 a 10 MHz. Todas las ecografias las hizo la
misma persona para minimizar las posibles diferencias en la captacion y, en consecuencia,
la interpretacion de las imagenes ecograficas. Las imagenes siempre se capturaron con la
misma configuracion (frecuencia de 10 MHz, 70% de ganancia en modo B y 40% de
power doppler) y se almacenaron en el mismo ecografo para su posterior analisis. Para la
toma de imagenes de power doppler, se hizo un video de 30 s de cada estructura, del cual
se seleccionaron tres imagenes representativas. Las imagenes elegidas se analizaron con
la version on-line del software Image Color Summarizer®. Este programa permite la
cuantificacion del porcentaje de pixeles de colores que existen en una imagen,
representativos del flujo sanguineo ovarico. Esta técnica transforma un analisis
cualitativo en uno cuantitativo. El usuario solo tiene que introducir el archivo y procesar
la imagen seleccionada. Con el sumatorio de todos los pixeles de colores, se obtiene el

porcentaje de flujo sanguineo existente.

Se realizd un examen minucioso y en profundidad de los ovarios y el utero de
cada una de las yeguas para conseguir una interpretacion correcta de la dinadmica folicular.
Las iméagenes power doppler grabadas se tomaron de yeguas con foliculos preovulatorios
de 35 mm (Fig 8), que coincidian con la administracion de hCG (induccion de la
ovulacion). Se asumio el tiempo de ovulacion entre 24 y 48 h después de la administracion
de hCG. El examen ecografico del CL fue realizado entre los 5-6 dias post-ovulacion.
Junto con el examen de ambos ovarios, también se registraron imagenes del ttero para
un analisis mas completo de la perfusion vascular uterina. Se llevo a cabo la medicion de
los indices PI/RI de la arteria uterina, con el registro de al menos dos ciclos cardiacos

consecutivos, segun describio Bolwein et al, 1998.

Con el fin de minimizar posibles errores y obtener los valores mas representativos
de cada evaluacion ecografica, se hizo una media con los valores de 3 de imagenes

registradas del total de cada una de las yeguas.
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44 VALORACION DE LA PROGESTERONA

Se obtuvieron muestras de sangre de la vena yugular utilizando vacutainer de 4
mL heparinizados el mismo dia de la evaluacion ecografica del CL (5-6 dias post-
ovulacion). La sangre obtenida se centrifugd (1000 g durante 10 min a 18-25° C) y plasma
decantado se almacené a -20° C hasta el estudio de la progesterona. La progesterona se
evalu6 con el método comercial ELISA EIA-5223 (DRG Instruments GmbH, Marburg,

Alemania) que se dedica especificamente a la especie equina (Dufour et al., 2021).

4.5 ESTUDIO ESTADISTICO

El analisis estadistico se utilizo SAS University Edition 3.8 (SAS Institute, Cary,

NC, USA). Las pruebas estadisticas utilizadas han sido las siguientes:

-Estadisticos descriptivos de todas las variables para presentar un resumen del

conjunto datos obtenidos.

-Prueba de Kolmogorov-Smirnov para estudiar la normalidad en la distribucion
de los datos y comprobar, si la variabilidad de la muestra puede ser la causa de los

resultados de esta investigacion.

-La comparacién de medias se ha realizado a través del analisis de la varianza

(ANOVA).

-El coeficiente de correlacion de Pearson es una prueba paramétrica. Se ha
utilizado para medir la relacion lineal entre las variables. La interpretacion de este
coeficiente tiene como norma que solo cuenta valores entre 1y -1, el 0 demuestra que no
existe correlacion. Los valores cercanos a 1 indican una correlacion muy buena y los

cercanos a 0 una correlacion escasa o nula (Witte y John, 2017).

-El procedimiento GLM se utiliz6 para investigar las diferencias en los parametros
de ultrasonido. y concentraciones de progesterona en plasma sanguineo debido a la edad.
El analisis de regresion en el procedimiento GLMSELECT se utilizé para investigar la
relacion entre las concentraciones de P4 y FSCL. El rendimiento del modelo se evaluo
mediante el coeficiente de determinacion (R2), la raiz del cuadrado medio del error de

prediccion (RMSPE), el RMSPE expresado como una proporcion de la media observada
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(% RMSPE) y el coeficiente de correlacion de concordancia (CCC). Ademas, el cuadrado
medio del error de prediccion (MSPE) se descompuso en sesgo medio (medida de
precision), sesgo de pendiente (medida de precision) y error aleatorio. La significacion

estadistica se fij6 en p <0,05.
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RESULTADOS

5 RESULTADOS

5.1 Resultados del objetivo 1

Todas las yeguas (n=30) ovularon dentro las primeras 48 h (38.8+1.3 h) después

de recibir el tratamiento con hCG. En la tabla 4 se presentan los resultados de las medidas

morfométricas (didmetro foliculo preovulatorio y area del cuerpo luteo posterior) y

mediante power-doppler el flujo hemodindmico de dichas estructuras, asi como la

concentracion de progesterona en plasma, en los distintos grupos de edad estudiados. Las

concentraciones obtenidas de esta hormona demuestran que el CL era funcional.

Tabla 4.Estadisticos descriptivos (media * desviacion estandar (SD), minimo (Min) y maximo (Max)) de los
parametros ultrasénicos del foliculo y cuerpo liteo y de la concentracién plasmatica de progesterona de las

yeguas incluidas en esta investigacion (n=30).

GRUPOS DE EDAD
JOVENES MADURAS TOTAL
Parametros MediatSD  Min Max | MediatSD Min Max | MediatSD  Min Max
Diametro foliculo
preovulatorio (mm) 43.67+2.94 3860 49.00 | 42.12+258 3840 4630 | 42.89+2.83 3840  49.00
Flujo sanguineo del
foliculo preovulatorio (%) ~ 8:001.59 568 1120 | 663131 420 853 | 731£1.59 420  11.20
Area CL (mm) 7794123 438 950 | 7.02+£127 438 863 | 746127 438 9.0
Flujo sanguineo CL (%) 5109420 16.65 23.85 | 16784329 1221 22.53 | 18.9433.46 1221  23.85
Progesterona (ng/mL) 8.15+0.46 7.36 890 | 5.04+065 420 630 | 6.60£1.68  4.20 8.90

Las yeguas jovenes presentaron valores mas altos en todos los parametros

estudiados que las maduras.

El estudio de correlacion de Pearson, de todas las variables morfométricas

estudiadas, del flujo vascular de las mismas y la concentracion de progesterona, teniendo

en cuenta la edad, se muestra en la tabla 5 asi como las diferencias significativas entre

cada una de las variables.
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Tabla 5. Correlaciones bilaterales existentes entre los parametros ecograficos teniendo en cuenta la edad
(n=30). *p <0.05; **p <0,01

Edad FSFP DFP FSCL ACL P4 Edad >8
Edad total 1 412" -375°  -441° -.112 -743% 794
FSFP (%) 1 -.106  .255 207 -.004 134
DFP (mm) 1 164 -084 238 =279
FSCL (%) 1 620%%  726%* - 634"
ACL(mm?) 1 351 -267
P4 (ng/ml) 1 -.944™
Edad >8 1

Nota: FSFP: Flujo sanguineo del foliculo preovulatorio; DFP: Didmetro foliculo preovulatorio; FSCL:
Flujo sanguineo del cuerpo luteo; ACL: Area del cuerpo liteo; P4: progesterona.

Con respecto a la edad total se apreciaron correlaciones positivas (p <0.05) con el
flujo sanguineo del foliculo preovulatorio; asi mismo, se encontraron correlaciones
negativas (p <0,05) para el diametro del foliculo preovulatorio y el flujo sanguineo del
cuerpo luteo y una fuerte correlacion negativa (p <0,01) con la progesterona. Las yeguas
mayores de 8 afios (maduras) presentaron diferencias muy significativas en todos los
parametros con respecto a la edad conjunta de todas las yeguas. Asi mismo, las maduras
presentaron una correlacion negativa (p <0,07) con el flujo sanguineo del cuerpo luteo y

la progesterona.

El flujo sanguineo del cuerpo luteo presenta correlaciones muy significativas y
positivas (p <0,01) con el area del cuerpo luteo y la concentracion de progesterona. Sin

embargo, esta correlacion es negativa a medida que aumenta la edad (mayores de 8§ afios).

Con respecto a la P4 se aprecia una correlacion inversa muy significativa (p <0,01)

de esta hormona a medida que aumenta la edad.

En todas las yeguas incluidas en este estudio no existe correlacion significativa
del flujo sanguineo del foliculo preovulatorio, ni del didmetro del foliculo preovulatorio

ni tampoco del area del cuerpo lateo con las demas variables analizadas.
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5.2 Resultados del objetivo 2.

En la tabla 6 se presenta la comparacion estadistica y sus diferencias significativas
entre los dos grupos de edad. Las yeguas jovenes presentaron mayor flujo sanguineo del
foliculo preovulatorio (p<0.05), flujo sanguineo del cuerpo luteo (p<0.001) y niveles de
progesterona en plasma (p<0.001). El area del cuerpo luteo y el didmetro folicular no

fueron significativos.

Tabla 6. Medias de minimos cuadrados de parametros ultrasoénicos y concentraciones de progesterona.

GRUPO DE EDAD

Parametros JOVENES MADURAS SEM' p
Diametro foliculo preovulatorio (mm) 43.67 42.12 0.51 0.13
Flujo sanguineo foliculo preovulatorio (%) 8.00 6.63 0.29 <0.05
Area del cuerpo liteo (mm?) 7.79 7.12 0.23 0.15
Flujo sanguineo del cuerpo luteo (%) 21.09 16.78 0.63 <0.001
Progesterona (ng/ml) 8.15 5.04 0.30 <0.001

Los mejores modelos de regresion obtenidos en el presente estudio para predecir
las concentraciones de P4 a partir de los datos de flujo sanguineo del cuerpo luteo que se
muestran en la tabla 7 se presentan en las ecuaciones 1 (todos los datos), 2 (yeguas

jovenes) y 3 (yeguas maduras):

Tabla 7. Ecuaciones obtenidas de los modelos de regresion

Ps (ng/ml) = -0.392 (£1.1418) + 0.369 (£0.0593) x FSCL

R?=0.58; RMSPE = 1.01 ng/ml; %RMSPE = 16.2 %; CCC = 0.73 )

p <0.001
P4 (ng/ml) = 4.878 (£0.9960) + 0.1555 (+0.0470) x FSCL

R? =0.46; RMSPE = 0.33 ng/ml; %RMSPE = 4.0 %; CCC = 0.63 )

p <0.01
P4 (ng/ml) = 2.966 (+£0.7313) + 124 (£0.0428) x FSCL

R?=0.39; RMSPE = 0.49 ng/ml; %RMSPE = 9.7 %; CCC = 0.56 3)

p <0.05

Los tres modelos fueron significativos y mostraron precision moderada,
precision moderada a alta y reproducibilidad de moderada a débil segun los valores de R?
(coeficiente de determinacion), RMSPE (raiz de error cuadratico medio), % RMSPE (raiz
de error cuadratico medio expresada como proporcion de la media observada) y CCC
(coeficiente de correlacion de concordancia). Ademas, la precision y la exactitud se
vieron reforzadas por el hecho de que ninguno de los modelos mostrd sesgo medio o

lineal, con casi el 100% de MSPE (prediccion de error cuadratico medio) debido a un
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error aleatorio. La mejor ecuacion en términos de precision y reproducibilidad fue la

ecuacion 1, pero tuvo menos precision que las otras dos ecuaciones.

5.3 Resultados del objetivo 3.

En la tabla 8 se presentan los estadisticos descriptivos del conjunto de las yeguas
estudiadas, los dias 6 y 14 post-ovulacion (media + desviacion estandar (DS) de la
edad, la concentracién de P4 y de los indices PI, RI, tasa de gestacion, relacion PI/RI
y grupo de edad < de 8§ afios.

Tabla 8. Estadisticos descriptivos del conjunto de las yeguas estudiadas en los dias +6 y +14 post-
ovulacion

Variables Dia 6 Dia 14
n Media+DS Media+DS
Edad 30 9.03+4.140 --
Progesterona (ng/mlL) 30 6.60£1.67 --
Indice pulsatibilidad (PI) 30 2.80+0.37  2.34+0.69
Indice de resistencia (RI) 30 0.85+0.47 0.72+0.15
Gestacion (%) 30 -- 53
Relacion PI/RI 30 3.2610.34  3.20%0.41
Edad < 8 (%) 30 0.50 0.50

En la tabla 9 se presentan las tasas de gestacion teniendo en cuenta los grupos de
edad obtenidas en esta investigacion en la primera inseminacion artificial del ciclo

estudiado para cada yegua.

Tabla 9. Tasas de gestacion por grupos de edad.

Yeguas Preiiadas  Vacias

Jovenes (n=15) 65,50% 34,50%
Maduras (n=15) 40% 60%

Total (n=30) 53,30% 46,70%

Del total de yeguas estudiadas, sin tener en cuenta los grupos de edad, se obtuvo
una tasa de gestacion a la primera inseminacion del 53,30%. Atendiendo a grupos de

edad, se obtuvo un 65,50% de gestacion para jovenes frente a un 40% para maduras.
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Tabla 10.Correlaciones bilaterales existentes entre los parametros ecograficos teniendo en cuenta la edad
(n=30). *p <0.05; **p <0,01

CORRELACIONES BILATERALES

Edad P4 PI RI Gestacion  PI/RI Edad > 8

Edad 1 -743" 853" 762" -321 633" 794"
P4 (ng/mL) 1 -6377  -.668" 290 -.452" -.944™
PI 1 6027 -461 908" 652"
RI 1 -.180 218 755"
Gestacion (%) 1 -4827  -267
PI/RI 1 414"
Edad > 8 1

Nota: P4: progesterona; PI: Indice de pulsatibilidad; RI: Indice de resistencia; PI/RI:
Ratio entre indice de pulsatibilidad e indice de resistencia; Edad > 8 (%): grupo de edad
madura.

Tal y como se demuestra en la tabla 10, se apreciaron correlaciones positivas (p
<0,01) entre la edad con los indices PI, RI asi como relacion PI/RI, y el grupo de yeguas
mayores de 8 afios, y correlacion negativa (p <0,01) con la progesterona. Con respecto a
la progesterona se aprecia una correlacion negativa muy significativa (p <0,07) de esta
hormona con los indices uterinos (PI y RI), la relacion entre ambos, y la edad. El PI tiene
una correlacion positiva (p <0,07) con el RI, la ratio PI/RI y con el aumento de la edad,
sin embargo tiene una correlacion negativa (p <0,05) con la tasa de gestacion en todas las
yeguas en general sin influir la edad. E1 RI tiene una correlacion positiva (p <0,07) con el
aumento de la edad, lo que indica que éste sera mayor a mayor edad de la yegua, sin
influir si estd o no gestante. La tasa de gestacion se correlaciona inversamente con la ratio

PI/RI (p <0,01). La ratio PI/RI tiene correlacion positiva con el grupo de mayor edad

A continuacién se presentan los resultados de los indices uterinos teniendo en

cuenta la edad y el estado de gestacion de las yeguas evaluadas
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Tabla 11.Estadisticos descriptivos de las yeguas jovenes, evaluadas los dias 6 y 14 post-ovulacién (media
+ desviacion estandar (DS); minimo y méaximo) teniendo en cuenta su estado de gestacion.

YEGUAS JOVENES
] VACIAS PRENADAS TOTAL
Variables  [y/07i006D Min  Mix | MediatSD ~ Min  Mdx | Media+SD Min  Max
PI Dia 6 2.68+0.17 243 290 | 2.50+0.21 2.10 2.80 | 2.56+0.21 2.10 290
RI Dia 6 0.83£0.03 0.79 0.86 0.82+0.3 0.76  0.87 | 0.82+0.03 0.76 0.87
Relacion PI/RI | 3.24+024 283 345 | 3.06£024 269 341 | 3.1240.25 2.69 3.45
Dia 6
PIDia 14 2.56+0.37 195 2.85 1.62+0.16 1.32 1.88 | 1.93+0.52 1.32 2.85
RI Dia 14 0.81+0.13  0.57 0.88 | 0.55+0.07 043 0.66 | 0.64+0.16 043 0.88
Relacion PI/RI | 3.19+0.22 283 342 | 2974034 2.63 3.60 | 3.04+0.31 2.63 3.60
Dia 14
Tabla 12. Media de minimos cuadrados de los parametros uterinos en el dia +6 y +14 en yeguas jovenes
comparando los grupos de vacias vs prefiadas
YEGUAS JOVENES
Variables VACIAS PRENADAS SEM! p
PI Dia 6 2.68 2.50 0.104 0.130
RI Dia 6 0.83 0.82 0.000 0.575
Relacion PI/RI Dia 6 3.24 3.06 0.106 0.202
PI Dia 14 2.56 1.62 3.015 <0.001
RI Dia 14 0.81 0.55 0.225 <0.001
Relacion PI/RI Dia 14 3.19 2.97 0.160 0.202
La tabla 12 muestra la comparacion entre los grupos de vacias y prefiadas, en las
yeguas jovenes, presentando las prefiadas una mayor significacion (p <0,01) enel Pl y
RI en el dia 14 de medicion, siendo estos menores en las gestantes.
Tabla 13. Estadisticos descriptivos de las yeguas maduras, evaluadas los dias 6 y 14 post-ovulacion (media +
desviacion estandar (DS); minimo y maximo) teniendo en cuenta su estado de gestacion.
YEGUAS MADURAS
_ VACIAS PRENADAS TOTAL
Variables MediatSD  Min  Max | MediatSD Min  Mdix | MediatSD Min  Maix
PI Dia 6 3.15+0.29 2.67 3.67 2.87£0.38 2.43 3.56 | 3.04+0.34 243 3.67
RI Dia 6 0.88+0.26 0.85 0.93 0.90+0.3 0.86 095 0.89+0.2 085 095
Relacion PI/RI Dia 6 3.54 £0.31 3.03 3.98 3.19+£ 037 264 3.74 | 440+0.37 2.64 3.98
PI Dia 14 3.8+0.28 2.68 3.65 2.12+0.27 1.82 2.58 | 2.75+0.60 1.82  3.65
RI Dia 14 0.88+0.02 0.86 0.92 0.70+£0.04  0.63 0.76 | 0.81+0.09 0.63 0.92
Relacion PI/RI Dia 14 3.59+0.29 3.05 3.97 3.04+0.47 239 3.58 | 3.37£0.45 239 397
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Tabla 14.Media de minimos cuadrados de los parametros uterinos en el dia 6 y 14 en yeguas maduras
comparando los grupos vacias vs prefiadas

YEGUAS MADURAS
Variables VACIAS PRENADAS SEM' p
PI Dia 6 3.15 2.87 0.270 0.142
RI Dia 6 0.88 0.90 0.001 0.368

Relacién PI/RI Dia 6 3.54 3.19 0.451 0.069
PI Dia 14 3.8 2.12 4.040 <0.001
RI Dia 14 0.88 0.70 0.125 <0.001

Relacién PI/RI Dia 14 3.59 3.04 1.052 0.017

La tablal4 muestra los resultados obtenidos en yeguas maduras al hacer una
prueba ANOVA entre los grupos de yeguas vacias y prefiadas. Como se puede apreciar,
las prenadas presentan en el dia 14 de medicion una mayor significacion (p <0,01) en el
PI y RI, siendo estos menores en las gestantes. al igual que se describio para las yeguas
jovenes en la tabla 12. Por consiguiente, tanto PI como RI disminuyen en las yeguas

prefadas, ya sean jovenes o maduras.

Tabla 15.Tabla Estadisticos descriptivos (media + desviacién estandar (SD), minimo (Min) y maximo (Max))
de los indices PI, Rl y de la concentracion plasmatica de progesteronade yeguas vacias comparando
yeguas jovenes vs maduras (maduras vacias n=9; jovenes vacias n=5).

YEGUAS VACIAS MADURAS VS JOVENES

JOVENES MADURAS TOTAL

Variables  [T3ro0iqiSD Min ~ Max | Media=SD Min  Max | MediatSD Min  Max
PIDia 6 2.684016 243 290 | 3.15£029 2.67 3.67 | 298034 243 3.67
RIDia 6 0.82¢0.3 079 0.86 | 0.88+0.26 0.85 093 | 0.86£0.39 0.79 0.93
Relacién PI/RI | 324+024 283 345 | 354431 3.03 3.08 | 3.43+031 2.83 3.98
PIDDl?a6I4 2574037 195 285 | 3.184027 2.68 3.65 | 2.96£042 195 3.65
RI Dia 14 0.81£0.13 057 0.88 | 0.88+0.02 0.86 092 | 0.86£0.08 0.7 0.92
Relacion PURI | 3.9+021  2.83 342 | 3.59£029 3.05 3.97 | 3.44+032 2.83 3.97

Dia 14
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Tabla 16. Media de minimos cuadrados de los parametros uterinos en el dia +6 y +14 en yeguas vacias,

comparando los grupos de jovenes vs maduras.

YEGUAS VACIAS

Variables JOVENES MADURAS SEM! P

PI Dia 6 2.68 3.15 0.711 <0.05

RI Dia 6 0.82 0.88 0.011 <0.05
Relacion PI/RI Dia 6 3.24 3.54 0.292 0.091

PI Dia 14 2.57 3.18 1.204 <0.05

RI Dia 14 0.81 0.88 0.019 0.112
Relacion PI/RI Dia 14 39 3.59 0.508 <0.05

La tabla 16 muestra la comparaciéon mediante una ANOVA entre los grupos de
jovenes y maduras, en las yeguas vacias, presentando las maduras una mayor
significacion (p <0,05) en los indices uterinos (PI dia 6, RI dia 6, PI dia 14) asi como la
relacion PI/RI del dia 14, sin embargo no se encontrd ningtn nivel de significacion ni en
la ratio PI/RI dia 6 ni RI dia 14. A la vista de estos resultados, se obtiene que en las yeguas

jovenes el PI y RI es mas bajo que en las maduras, sin influencia de la gestacion.

Tabla 17.Estadisticos descriptivos de yeguas prefiadas jovenes vs maduras (media + desviacion estandar
(SD) de los indices PI, Rl y de la concentracion plasmatica de progesterona de yeguas incluidas en esta
investigacion (maduras n=6; jévenes n=10).

YEGUAS PRENADAS MADURAS V'S JOVENES

JOVENES MADURAS TOTAL

Variables Media=SD Min Méx Media=SD Min  Méx | MediatSD Min  Max
PIDia 6 2.50+21 2.10 2.80 2.87+0.38 243 3.56 2.64+33 210 3.56
RIDia 6 0.81+0.03 0.76 0.95 0.90+0.3 086 095 0.84+0.53 076 095
Relacion 3.06+24 2.69 4.41 3.19+0.37 264 374 3.11£0.29 264 374

PI/RI Dia 6
PI Dia 14 1.62+0.16 132 1.88 2.2+0.26 182 258 1.80+0.32 132 2.58
RI Dia 14 0,55+0.07 0.43 0.66 0,70+0.04 063  0.76 0.61+0.09 043  0.76
Relacion 2.97+0.33 2.63 3.60 3.04+0.47 239 358 2,.940.38 239 3.60
PI/RI 14

En el grupo de yeguas prefiadas ambos indices son mas bajos en jovenes tanto en

la primera medicién realizada en el dia +6 post-ovulacion (P1:2.50+21; RI:0.81+0.03) que
en maduras (P1:2.87+0.38; R1:0.9040.3) como la llevada a cabo el dia +14 post-ovulacion
y dia en que se realizd el diagnostico de gestacion en jovenes (PI:1.62+0.16;

RI:0.55+0.07) que en maduras (P1:2.2+ 0.26; R1:0.70+0.04).
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Tabla 18.Media de minimos cuadrados de los parametros uterinos en el dia +6 y +14 en yeguas prefiadas,
comparando los grupos de jovenes vs maduras

YEGUAS PRENADAS
Variables JOVENES MADURAS SEM! p
PIDia 6 2.50 2.87 0.523 <0.05
RIDia 6 0.81 0.90 0.026 <0.001
Relacién PI/RI Dia 6 3.06 3.19 0.059 0.423
PI Dia 14 1.62 2.2 0.949 <0.001
RI Dia 14 0,55 0,70 0.084 <0.001
Relacion PI/RI Dia 14 2.97 3.04 0.022 0.712

La tablal8 muestra la comparacion mediante una ANOVA entre los grupos de
jovenes y maduras, en las yeguas prefiadas, presentando las maduras una significacion
baja (p <0,05) en el PI dia 6, sin embargo presentan un aumento muy significativo (p
<0,001) de Rl dia 6, y Pl y RI del dia 14), con mayores valores en las maduras. Podemos
decir que entre el total de prefiadas, los indices en jovenes son siempre mas bajos que en

maduras.

5.4 Imagenes ecograficas.
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Fig. 6. Imagenes ecograficas de foliculo anovulatorio y cuerpo luteo.
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Fig. 7. El mismo cuerpo luteo de una yegua joven evaluado con ultrasonografia Power Color (izquierda) y
Power Doppler (derecha).

Fig. 8. Imagenes representativas de foliculos preovulatorios obtenidas con ultrasonografia Power
Doppler captadas en el momento de induccion a la ovulacion. (izquierda) flujo sanguineo folicular
en yegua joven, (derecha) flujo sanguineo folicular en yegua madura.

Fig. 9. Cuerpo luteos activos 6 dias después de la ovulacion. (Izquierda) yegua joven; (derecha) yegua madura
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6 DISCUSION

En las yeguadas es frecuente encontrar yeguas envejecidas por su valor genético
y por su rendimiento, ya sea a nivel morfologico (belleza) o funcional (deportivo). El
envejecimiento reproductivo de estos animales es un proceso fisioldgico que afecta a su
fertilidad. Por lo tanto, debe entenderse como cambian los parametros reproductivos con
la edad (Claes et al., 2017). La asociacion entre el Power Doppler y la concentracion de
P4 a lo largo del ciclo estral de la yegua, podria permitir evaluar su capacidad
reproductiva (Ginther et al., 2007d; Ferreira et al., 2001). El Power Doppler es una técnica
no invasiva que permite la visualizacion de los 6rganos internos. Tiene la ventaja de no
interrumpir las funciones fisioldgicas reproductivas, tales como la gestacion, carece de
riesgo por exposicion a la radiacion de los rayos X y permite un uso frecuente, no solo en
organos reproductores aislados, sino también en el seguimiento de eventos reproductivos
completos y hemodinamica ovarica (Echevarria, 2001; Brogan et al., 2016; Sales et al.,

2021)

La evaluacion del flujo sanguineo folicular con el uso del Doppler color se ha
utilizado en yeguas (Gastal et al., 2006a) como método para predecir la viabilidad
folicular y la competencia del oocito. El flujo sanguineo folicular se asocia con la

madurez y calidad del oocito (Ginther et al., 2007b).

En esta investigacion todas las imagenes tomadas de foliculos preovulatorios se
realizaron 24h después de la induccion de la ovulacion (administracion de hCG). Las
yeguas de este estudio fueron inducidas a la ovulacion con la misma dosis de hCG, la cual
provoca un aumento instantaneo del flujo sanguineo ovarico, pero no ejerce ningun efecto
regulatorio en el riego sanguineo tal y como demostré Castro (2016), con lo cual no

interfiere en los cambios producidos en la perfusion sanguinea obtenidos.
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El didmetro de los foliculos preovulatorios encontrados en el estudio ecografico
varia entre los 38 y los 46 mm y se ha comprobado que el flujo sanguineo folicular no
esta relacionado con el didmetro folicular en todas las yeguas. Esto puede deberse a que
la vascularizacion alcanza su pico maximo a las 24 horas, sin que todavia haya alcanzado
su maximo diametro folicular. A medida, que transcurren las horas, el didmetro sigue
aumentando pero el foliculo sufre una abrupta disminucion de la perfusion, las cuatro
horas previas a la ovulacion, como resenid Gastal et al. (2006b), y que explicarian nuestros

resultados.

La circulacion sanguinea es fundamental para que CL mantenga sus propiedades
funcionales (Bollwein et al., 2002). Después de la ovulacion, la perfusion sanguinea del
CL aumenta progresivamente hasta que involucra practicamente toda el area al quinto dia
después de la ovulacion. Basandonos en la investigacion estos autores, nuestras

mediciones se hicieron entre el 5°y 7° post-ovulacion.

Segtn Brito (2017), la irrigacidon sanguinea de los foliculos y del cuerpo luteo
aporta nutrientes, oxigeno, soporte hormonal y facilita la liberacion de hormonas. Esto
has sido corroborado con nuestros resultados al haber obtenido una fuerte correlacion
positiva entre el flujo sanguineo del cuerpo luteo y los niveles de progesterona en plasma,

secretada por el mismo.

En el presente estudio se comprobo que el flujo del CL esta correlacionado con el
area del CL de forma muy significativa en todas las yeguas analizadas, lo que estd en
consonancia con los datos de los autores Brogan et al. (2016) y Mir¢ et al., (2015).
Igualmente se comprobd que con el uso de la ecografia Doppler es posible determinar el
potencial ovulatorio de foliculos > 30 mm durante la estacion reproductiva y prever el
momento exacto de la ovulacion, asi como diferenciar CLs activos de inactivos. Con esta

técnica se podria mejorar el perfeccionamiento del manejo reproductivo.

El Doppler color fue descrito como un medio de evaluacion rapida de la funcion
del CL, pues el area ocupada por el flujo sanguineo de un CL esta directamente
correlacionada con la concentracion P4 circulante, durante la fase lutea. La
vascularizacion luteinica presenta una importancia relevante en la fisiologia del CL
(Ferreira-Dias et al., 2006), lo que concuerda con los resultados obtenidos en la presente

investigacion. En la practica, la concentracion de P4 plasmatica se evalua de forma
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ocasional ya que implica un aumento de coste econdmico y se necesita tiempo para el

analisis laboratorial, no siendo inmediata (Brogan et al., 2016, Mir¢ et al., 2015).

La desaparicion total de los vasos sanguineos en un CL, detectado Doppler color,
indica que el CL ya no es funcional con respecto a la secrecion de progesterona. Sin
embargo, altn se pueden detectar concentraciones de P4 en circulacion o, en una fase
final, la disminucion mas lenta durante la fase preluteinica (10-14 dias después de la
ovulacion), que la disminucidn del aporte sanguineo al CL (Ginther et al., 2007¢). Estos
resultados sugieren que el uso del Power Doppler, para determinar la perfusion sanguinea
del CL es una técnica efectiva en la deteccion de fallos y de la regresion del CL antes de
que cualquier disminucion de P4 sea detectada en plasma o que se identifiquen

alteraciones uterinas por ecografia en modo B (Brogan et al., 2016).

El Power Doppler nos permitidé encontrar diferencias significativas en el flujo
sanguineo del foliculo preovulatorio y del flujo sanguineo del cuerpo luteo entre yeguas
jovenes y maduras, 5-7 dias, después ovulacién en concordancia con Campos (2017).
Nuestros resultados concuerdan con los de Bollwein et al. (2002), Ginther et al. (2007d y
Alonso et al. (2019), quienes informaron de la maxima vascularizacion entre 6 dias y 8
dias después de la ovulacion. Es bien sabido que la vascularizacion latea es importante
en el aporte de los nutrientes y sustratos necesarios para el optimo funcionamiento y

madurez del cuerpo luteo (Ginther, 1992; Brito, 2017).

No se detectaron diferencias en cuanto al didmetro del foliculo y el area CL de
acuerdo con estudios previos (Alves et al., 2017; Gastal et al., 2020). De acuerdo con esos
autores, la edad es un factor critico que influye en la cantidad y calidad del foliculo

preantral equino.

Las concentraciones de P4 obtenidas denotaron que los cuerpos luteos eran
funcionales en todas las yeguas. Los niveles de P4 en plasma sanguineo cuantificados en
este estudio apoyan que el CL de las yeguas jovenes, a partir del quinto dia después de la
ovulacion, tenian la capacidad funcional para preservar la gestacion hasta que la placenta
asuma su funcion (Sales et al., 2021). Aunque las yeguas maduras tenian concentraciones
de P4 mas bajas que las mas jovenes, los valores eran mas altos que el nivel plasmatico
minimo (4 ng/ mL). Por tanto, no se esperaba un bajo rendimiento reproductivo en las

yeguas maduras de esta investigacion (Marinone et al., 2017). Una vez mas, la causa
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fisiologica de las diferencias significativas en la concentracion plasmatica de P4 entre
yeguas maduras y jovenes se podria relacionar con cambios en las caracteristicas de los

ciclos reproductivos (Carnevale, 2008).

El envejecimiento en las yeguas afecta al desarrollo del foliculo dominante.
Ademas, se han reportado previamente concentraciones mas altas de progesterona
plasmatica postovulatoria en yeguas jovenes frente a las envejecidas (Vanderwall et al.,
1993; Fonda et al., 1988). Aunque utilizamos el tratamiento con hCG para la induccion
de la ovulacidn, no establecimos la correlacion entre ese tratamiento y las concentraciones
de progesterona. Un estudio realizado por Alonso et al. (2019) sugiri6 que el tratamiento

con hCG no aumentaba las concentraciones de progesterona.

En el presente estudio, se encontrd que el flujo sanguineo del cuerpo luteo es un
predictor moderadamente bueno de niveles de progesterona. Estos resultados apoyarian
el interés en Power Doppler como un método no invasivo, técnica para cuantificar los
niveles plasmaticos de progesterona en yeguas ciclicas. Es mas, se ha encontrado que los
niveles de flujo sanguineo del cuerpo luteo (FSCL) y progesterona en yeguas estan
correlacionados positivamente, concordando con las investigaciones previas de Bollwein

et al. (2002) e Ishak et al. (2017).

Utilizando los datos presentados por Ishak et al. (2017), en la ecuacion 1, los
niveles plasmaticos de progesterona serian subestimados en un 21% por FSCL, lo que

sugiere que este tipo de prediccion necesita refinamiento.

Sales et al. (2021) encontr6 que la ecografia Doppler se correlaciona con la
concentracion de progesterona y el dia de transferencia de embriones en yeguas
Mangalarga Marchador, lo que indica que la ecografia Doppler podria ser una
herramienta importante en la seleccion del embrion apropiado yeguas receptoras en Pura

Raza Espafiola.

La evaluaciéon de los indices PI y RI proporcionan informacion de la
vascularizacion de la arteria uterina con la ventaja de que son buenos indicadores de la
perfusion vascular en el atero y no se ven afectados por el angulo Doppler (Bollewin et

al., 1998; Sharma et al., 2019). PI y RI son inversamente proporcionales a la perfusion
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de los tejidos adyacentes donde se localizan los vasos sanguineos (Silva et al., 2006;

Bollwein et al., 2016).

En este estudio, los valores obtenidos de RI para todas las yeguas evaluadas estan
en el mismo rango de los descritos por Bollewin et al 1998 y Turna et al., 2014. La alta
correlacion positiva que se encontro entre los indices PI y RI confirman los resultados
descritos por Ginther y Utt (2004) y Costa Ferreira et al., (2020). La similitud de PI y RI
en la primera medicion en los dos grupos de edad (jovenes y maduras) podria estar
respaldada por la ausencia de cambios patologicos graves en la vasculatura endometrial

y glandular de las yeguas maduras (Ousey et al., 2011).

Al igual que describieron Ferreira et al. (2011), se ha detectado que ambos indices
disminuyeron en yeguas prefiadas. Sin embargo, son menores en el grupo de yeguas
prefiadas jovenes vs maduras tanto al realizar la primera medicion ecografica (Dia +6)
como en la realizada el Dia +14. Esta demostrado que durante la primera mitad de la
gestacion equina la vasculatura del tutero gravido se transforma de vasos de alta
resistencia con bajo flujo, a vasos de baja resistencia con alto flujo sanguineo, y el
momento de esta transicion se correlaciona estrechamente con el inicio de la angiogénesis
placentaria. En la gestacion humana se produce una disminucion similar del RI de la
arteria uterina al final del primer trimestre, a medida que las arterias espirales invaden los
lechos vasculares utero-placentarios (Dickey 1997; Kingdom et al. 2000; Whitley y
Cartwright 2010).

Parece ser que cuando las yeguas estan prefiadas, los valores de PI y RI desciende
de forma mas rapida en el grupo de jovenes que en el de maduras, pudiendo estar este
hecho relacionado con la degeneracion del endometrio equino que se presenta con la edad
y que puede contribuir a una mala perfusion uterina (Ousey et al., 2011; Turna et al,

2014).

Teniendo en cuenta la edad, la primera medicidn realizada en el dia D+6 post-
ovulacion demostro un incremento del indice PI en yeguas vacias maduras lo que indica
una disminucién del ritmo de perfusion al tejido (Amso et al., 2001; Ginther and Matthew,
2004). Sin embargo, a Dia +14 se aprecid que las yeguas jovenes prefiadas presentaron
una disminucion de los indices PI y Rl y, por tanto, hubo un aumento de la perfusion

vascular lo que coincide con los resultados de Ferreria et al., (2010), que valoraron los
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mismos indices en los primeros 20 dias de gestacion. Apreciaron que a medida que
avanzaba la gestacion habia una disminucién progresiva de RI y PI. Esta alteracion de la
hemodinamica uterina puede ser util para el diagnostico precoz de gestacion, pudiendo
iniciar un lavado sabiendo que hay altas posibilidades de encontrar un embrion, ya que
podemos predecir de forma temprana la gestacion, asi como para determinar el momento
ideal para la recoleccion de embriones con vistas a la criopreservacion (Ferreira y Meira,

2011).
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7 CONCLUSIONES

PRIMERA: El Power Doppler tiene un enorme potencial para evaluar la
hemodindmica ovdrica y utilizada en conjunto con la ecografia convencional (modo B)
podré contribuir al perfeccionamiento del manejo reproductivo equino diario, al ser muy
util para evaluar la funcionalidad del cuerpo luteo, obteniendo mejor aprovechamiento

del material genético y mejorando los rendimientos reproductivos.

SEGUNDA: Los niveles plasmaticos de progesterona se pueden predecir a partir
del flujo sanguineo del cuerpo luteo utilizando la técnica ecografica de Power Doppler,
aplicando rectas de regresion, y reduciendo el coste econdmico de la medicion de esta

hormona laboratorialmente.

TERCERA Nuestros resultados apoyan que la edad es un factor que influye
significativamente en la perfusion sanguinea folicular y del cuerpo luteo asi como la
concentracion plasmatica de progesterona en yeguas. Se necesitan mas estudios para

mejorar la precision y exactitud de tales predicciones

CUARTA: Los indices PI/RI obtenidos mediante Doppler pulsado se pueden
utilizar como predictor prematuro de la gestacion, éstos son siempre mas bajos en yeguas
jovenes, y bajan significativamente en las yeguas gestantes, pudiéndose aplicar a la

obtencion de embriones para su transferencia y/o recoleccion para su criopreservacion.
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RESUMEN

8 RESUMEN

Introduccion: Esta tesis doctoral ha sido desarrollada gracias al contrato
mediante articulo 83 formalizado entre la Yeguada Miguel A. de Cardenas (Ecija, Sevilla)
y los directores de esta tesis doctoral del grupo de investigacion AGR-019 “Fisiovet” de
la Universidad de Cordoba. La yegua es un animal poliéstrico estacional en la que los
procesos reproductivos se ven afectados por cambios estacionales en el fotoperiodo,
siendo su ciclo de dias largos, es decir en primavera-verano cuando ocurre el pico de la
funcion ovarica. La ovulacion de las yeguas se produce a intervalos de 21 dias
aproximadamente, durante la época reproductiva, 24 o 48 horas antes del final del estro.
El final del estro, se ve reflejado en un aumento en los niveles de progesterona (P4), la
cual es secretada por el cuerpo luteo (CL). El control reproductivo en las yeguas y la
prediccion de la funcionalidad ovéarica son de suma importancia para el éxito de una
ganaderia equina. Con la técnica ecografica modo B, podemos monitorizar la dindmica
folicular, asi como la ovulacion y la posterior area y ecogenicidad del cuerpo luteo. En
reproduccién equina, es importante conocer con precision el momento de la ovulacion,
para que el depodsito del semen se realice lo mas cerca posible del momento de la
liberacion del ovocito, asi como la funcionalidad del cuerpo luteo para evitar
reabsorciones de la vesicula embrionaria por falta de secrecion de progesterona. La
ultrasonografia Power Doppler es una técnica que ha demostrado tener un potencial
anadido que permite mejorar las capacidades de diagndstico al ser una técnica no
invasiva, que permite evaluar flujo sanguineo y vascularizaciéon de un 6rgano objetivo.
Para realizar un estudio en profundidad del ovario, una herramienta util para evaluar la
actividad del CL es la determinacion de la concentracion de P4. En consecuencia, la
relacion de la FSCL con la concentracion de progesterona podrian ser un modelo
predictivo para estimar la funcionalidad de la CL evitando situaciones de estrés para los
animales, proporcionando un buen pronostico y mejorando el cuidado de las yeguas y su
gestion practica. La ultrasonografia Power Doppler podria contribuir a la mejora de la
gestion reproductiva de los equinos, consiguiendo un mejor aprovechamiento del material

genético y aumentando el rendimiento econémico.
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Objetivos: El objetivo general de esta investigacion fue utilizar la técnica
ultrasonografica power-doppler para la funcionalidad ovarica, asi mismo como predictor
temprano de gestacion en la yegua Pura Raza Espafiola para que pueda ser de aplicada en
la practica clinica de reproduccion equina. Objetivos especificos: Primero: Determinar
mediante ultrasonografia modo B medidas morfométricas (didmetro-area) y mediante
power-doppler el flujo hemodindmico de los foliculos preovulatorios y de la
funcionalidad del posterior cuerpo liteo que formen en distintos grupos de edad.
Segundo: Evaluar la influencia de la edad en pardmetros ultrasonograficos (diametro
folicular, flujo sanguineo folicular, area del cuerpo luteo y flujo sanguineo del cuerpo
luteo) y las concentraciones de progesterona. Tercero: Caracterizacion de la perfusion
vascular uterina a través de los indices de pulsatibilidad y resistencia como predictores

tempranos de gestacion.

Hipotesis: Para ello nos planteamos como hipoétesis que las estructuras ovaricas
como foliculos preovulatorios y cuerpos luteos deben de tener una perfusion sanguinea
adecuada para su fisiologia endocrina al secretar hormonas. Si medimos con una técnica
no invasiva como la ecografia doppler el riego sanguineo de la mismas, aparte de su
diametros y areas, y analizamos las hormonas en plasma mediante un ensayo por inmuno
absorcion ligado a enzimas, conocido como ELISA, podremos establecer una ecuacion
de regresion que permita predecir la concentracion hormonal Unicamente con una
ecografia ovarica. Asi mismo, la medicion de los indices de pulsatibilidad y resistencia
uterinos deben de variar tanto con la edad como con la gestacion, y se podrian emplear

como predictores tempranos de gestacion.

Metodologia: En la metodologia de nuestro trabajo se evaluaron 30 yeguas de
Pura Raza Espafiola con un rango de edad entre 4 y 19 afios (con un promedio de 9,3) y
un peso que oscilo entre los 600 y 700 kg, con una condicion corporal minima de 8. Todas
las yeguas tenian un tracto reproductivo normal, una duracion tipica de los ciclos estrales,
estaban libres de enfermedades infecciosas y se alojaron en establos con acceso ab libitum
al agua, heno y sal mineral. Las yeguas, con el fin de poder valorar el efecto de la edad,
se dividieron en dos grupos: jovenes (<8 anos, n = 15) y maduras (>8 afios, n = 15). La
fase experimental se 1levé a cabo en la ganaderia “Miguel Angel de Cardenas”, ubicada
en la Finca San Pablo (Ecija, Sevilla, Espaiia). El manejo se hizo siguiendo los requisitos

exigidos por la Universidad de Cordoba sobre bienestar y experimentacion animal.
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Todas las yeguas de este estudio se sometieron a un examen clinico general y
ginecologico previo para descartar posibles patologias reproductivas y determinar el
momento del ciclo en el que se encontraban. Mediante ecografia se comprobd que
estuvieran en celo con un foliculo preovulatorio de 35 mm de didmetro o superior, asi
como edema endometrial, y mediante palpacion rectal se comprobd que tuvieran tono
cervical. Posteriormente se les administrd via intravenosa una dosis de 3000 UI de hCG
(VETERIN CORION®) para la induccién de la ovulacion. En todas ellas, la ovulacion
se registro entre las 24 y las 48 h posteriores a la administraciéon de la hCG mediante
ecografia. La inseminacion artificial se realizd con semen refrigerado obtenido de

sementales de la propia yeguada.

Se realizd un examen minucioso y en profundidad de los ovarios y el utero de
cada una de las yeguas para conseguir una interpretacion correcta de la dinadmica folicular.
Las iméagenes power doppler grabadas se tomaron de yeguas con foliculos preovulatorios
de 35 mm que coincidian con la administracién de hCG (induccién de la ovulacion). Se
asumio el tiempo de ovulacion entre 24 y 48 h después de la administracion de hCG. El
examen ecografico del CL fue realizado entre los 5-6 dias post-ovulacién y se obtuvieron
muestras de sangre para el andlisis de progesterona. Junto con el examen de ambos
ovarios, también se registraron imagenes del ttero para un analisis mas completo de la
perfusion vascular uterina. Se llevo a cabo la medicion de los indices PI/RI de la arteria
uterina, con el registro de al menos dos ciclos cardiacos consecutivos. Asi mismo se
realiz6 el diagndstico de gestacion y la medicion de los indices PI/RI de la arteria uterina

de nuevo a los 14 dias.

Se realizd un estudio estadistico de los resultados obtenidos, obteniendo los
estadisticos basicos de las mediciones realizadas, andlisis de varianza y grado de

significacion, ademas de correlaciones entre los mismos.

Resultados: Para los parametros: didmetro de foliculo preovulatorio (mm), flujo
sanguineo del foliculo preovulatorio (%), area del cuerpo luteo (mm), flujo sanguineo del
cuerpo luteo (%), y pogesterona (ng/mL) fueron mayores en las jovenes que en las
maduras. Con respecto a la edad se apreciaron correlaciones positivas (p <0.05) con el
flujo sanguineo del foliculo preovulatorio; asi mismo, se encontraron correlaciones
negativas (p <0,05) para el diametro del foliculo preovulatorio y el flujo sanguineo del
cuerpo luteo y una fuerte correlacion negativa (p <0,01) con la progesterona. El flujo

sanguineo del cuerpo luteo presenta correlaciones muy significativas y positivas (p
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<0,01) con el area del cuerpo luteo y la concentracion de progesterona. Sin embargo, esta
correlacion es negativa a medida que aumenta la edad (mayores de 8 afios). En todas las
yeguas incluidas en este estudio no existe correlacion significativa del flujo sanguineo
del foliculo preovulatorio, ni del diametro del foliculo preovulatorio ni tampoco del area
del cuerpo luteo con las demas variables analizadas. En el presente estudio, se encontrod
que el flujo sanguineo del cuerpo luteo es un predictor moderadamente bueno de niveles
de progesterona. Estos resultados apoyarian el interés en Power Doppler como un método
no invasivo, técnica para cuantificar los niveles plasmaticos de progesterona en yeguas
ciclicas, mediante la recta de regresion lineal propuesta a partir del flujo sanguineo del
cuerpo luteo. Se obtuvo que para las yeguas jovenes el PI y RI fueron mas bajos que en
las maduras, sin influencia de la gestacion. En las yeguas prefiadas, los valores de PI y RI
desciende de forma maés rapida en el grupo de jovenes que en el de maduras, apreciandose

que a medida que avanzaba la gestacion habia una disminucion progresiva de PI y RI.

Conclusiones: Las conclusiones obtenidas en la presente tesis doctoral fueron las
siguientes: Primera: El Power Doppler tiene un enorme potencial para evaluar la
hemodindmica ovdrica y utilizada en conjunto con la ecografia convencional (modo B)
podré contribuir al perfeccionamiento del manejo reproductivo equino diario, al ser muy
util para evaluar la funcionalidad del cuerpo luteo, obteniendo mejor aprovechamiento
del material genético y mejorando los rendimientos reproductivos. Segunda. Los niveles
plasmaticos de progesterona se pueden predecir a partir del flujo sanguineo del cuerpo
luteo utilizando la técnica ecografica de Power Doppler, aplicando rectas de regresion, y
reduciendo el coste economico de la medicion de esta hormona laboratorialmente.
Tercera: Nuestros resultados apoyan que la edad es un factor que influye
significativamente en la perfusion sanguinea folicular y del cuerpo luteo asi como la
concentracion plasmatica de progesterona en yeguas. Se necesitan mas estudios para
mejorar la precision y exactitud de tales predicciones. Cuarta: Los indices PI/RI
obtenidos mediante Doppler pulsado se pueden utilizar como predictor prematuro de la
gestacion, éstos son siempre mas bajos en yeguas jovenes, y bajan significativamente en
las yeguas gestantes, pudiéndose aplicar a la obtencioén de embriones para su transferencia
y/o recoleccidn para su criopreservacion.

PALABRAS CLAVE: Equino; progesterona; hemodinamica; cuerpo lateo; indices
uterinos; ecografia.
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9 ABSTRACT

Introduction: This investigation has been developed thanks to the contract by
means of article 83 formalized between Miguel A. de Cardenas Stud Farm (Ecija, Seville)
and the directors of this doctoral thesis belong to the research group AGR-019 "Fisiovet"
of the University of Cordoba. The mare is a seasonal polyestrous animal in which the
reproductive processes are affected by seasonal changes in the photoperiod, being its
cycle of long days, i.e. in spring-summer when the peak of the ovarian function occurs.
Ovulation in mares occurs at approximately 21-day intervals during the breeding season,
24 to 48 hours before the end of oestrus. The end of oestrus is reflected in increased levels
of progesterone (P4), which is secreted by the corpus luteum (CL). Reproductive
monitoring in mares and the prediction of ovarian functionality are of utmost importance
for the success of an equine farm. With the B-mode ultrasound technique, we can monitor
follicular dynamics as well as ovulation and subsequent corpus luteum area and
echogenicity. In equine reproduction, it is important to precisely know the moment of
ovulation, so that the semen is deposited as close as possible to the moment of oocyte
release, as well as the functionality of the corpus luteum to avoid reabsorption of the
embryonic vesicle due to lack of progesterone secretion. Power Doppler ultrasonography
is a technique that has been shown to have an added potential to improve diagnostic
capabilities as it is a non-invasive technique that allows blood flow and vascularization
of a target organ to be assessed. For an in-depth study of the ovary, a useful tool to assess
the activity of the LC is the determination of P4 concentration. Consequently, the
relationship of FSCL with progesterone concentration could be a predictive model to
estimate the functionality of the CL avoiding stressful situations for the animals,
providing a good prognosis and improving the mares' care and practical management.
Power Doppler ultrasonography could contribute to the improvement of equine
reproductive management, achieving a better use of genetic material and increasing

economic performance.
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Objectives: The general objective of this research was to use the power-doppler
ultrasonographic technique for ovarian functionality, as well as an early predictor of
gestation in the Pura Raza Espafiola mare so that it can be applied in the clinical practice
of equine reproduction. Specific objectives: First: To determine by B-mode
ultrasonography morphometric measurements (diameter-area) and by power-Doppler the
haemodynamic flow of the pre-ovulatory follicles and the functionality of the subsequent
corpus luteum that they form in different age groups. Second: To evaluate the influence
of age on ultrasonographic parameters (follicular diameter, follicular blood flow, corpus
luteum area and corpus luteum blood flow) and progesterone concentrations. Third:
Characterization of uterine vascular perfusion through pulsation and resistance indices as

early predictors of gestation.

Hypothesis: We hypothesize that ovarian structures such as pre-ovulatory
follicles and corpora lutea must have adequate blood perfusion for their endocrine
physiology when secreting hormones. If we measure with a non-invasive technique such
as Doppler ultrasound the blood supply of these structures, apart from their diameters and
areas, and analyses the hormones in plasma using an enzyme-linked immunosorbent
assay, known as ELISA, we can establish a regression equation that allows us to predict
the hormone concentration only with an ovarian ultrasound, and the measurement of the
uterine pulsation and resistance indices should vary with both age and gestation, and

could be used as early predictors of gestation.

Methodology: In the methodology of our work, 30 Pura Raza Espaiiola mares
were evaluated with an age range between 4 and 19 years (with an average of 9.3) and a
weight ranging between 600 and 700 kg, with a minimum body condition of 8. All mares
had a normal reproductive tract, a typical length of oestrous cycles, were free of infectious
diseases and were housed in stables with ab libitum access to water, hay and mineral salt.
The mares, in order to be able to assess the effect of age, were divided into two groups:
young (<8 years, n = 15) and mature (>8 years, n = 15). The experimental phase was
carried out at the "Miguel Angel de Cardenas" livestock farm, located at Finca San Pablo
(Ecija, Seville, Spain). The management was done following the requirements of the

University of Cordoba on animal welfare and experimentation.

All the mares in this study underwent a general clinical and gynaecological
examination beforehand to rule out possible reproductive pathologies and to determine

the time of their cycle. Ultrasonography was used to check that they were in oestrus with
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a pre-ovulatory follicle of 35 mm in diameter or greater, as well as endometrial oedema,
and rectal palpation was used to check that they had cervical tone. Subsequently, a dose
of 3000 IU of hCG (VETERIN CORION®) was administered intravenously to induce
ovulation. In all of them, ovulation was recorded between 24 and 48 h after hCG
administration by ultrasound. Artificial insemination was performed with refrigerated

semen obtained from the stud's own stallions.

A thorough and in-depth examination of the ovaries and uterus of each of the
mares was performed to obtain a correct interpretation of the follicular dynamics. The
recorded power doppler images were taken from mares with pre-ovulatory follicles of 35
mm coinciding with the administration of hCG (ovulation induction). Ovulation time was
assumed to be between 24 and 48 h after hCG administration. Ultrasound examination of
the CL was performed 5-6 days post-ovulation and blood samples were obtained for
progesterone analysis. Along with the examination of both ovaries, images of the uterus
were also recorded for a more complete analysis of uterine vascular perfusion.
Measurement of the PI/RI indices of the uterine artery was performed, with recording of
at least two consecutive cardiac cycles. Diagnosis of gestation and measurement of the

PI/RI indices of the uterine artery was performed again after 14 days.

A statistical study of the results obtained was carried out, obtaining the basic
statistics of the measurements taken, analysis of variance and degree of significance, as

well as correlations between them.

Results: For the parameters: preovulatory follicle diameter (mm), preovulatory
follicle blood flow (%), corpus luteum area (mm), corpus luteum blood flow (%), and
progesterone (ng/mL) were higher in young women than in mature women. With respect
to age, positive correlations (p <0.05) were found with pre-ovulatory follicle blood flow;
negative correlations (p <0.05) were found for pre-ovulatory follicle diameter and corpus
luteum blood flow and a strong negative correlation (p <0.01) with progesterone. Corpus
luteum blood flow has highly significant and positive correlations (p <0.01) with corpus
luteum area and progesterone concentration. However, this correlation becomes negative
with increasing age (older than 8 years). In all mares included in this study, there is no
significant correlation of pre-ovulatory follicle blood flow, pre-ovulatory follicle
diameter and corpus luteum area with the other variables analyzed. In the present study,
corpus luteum blood flow was found to be a moderately good predictor of progesterone

levels. These results would support the interest in Power Doppler as a non-invasive
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method, technique to quantify plasma progesterone levels in cyclic mares, using the
proposed linear regression line from corpus luteum blood flow. It was obtained that for
young mares the PI and RI were lower than in mature mares, without influence of
gestation. In pregnant mares, PI and RI values fell more rapidly in the young group than

in the mature group, with a progressive decrease in PI and RI as gestation progressed.

Conclusions: The conclusions obtained in the present doctoral thesis were as
follows: First: Power Doppler has an enormous potential to evaluate ovarian
haemodynamics and used in conjunction with conventional ultrasound (B-mode) could
contribute to the improvement of daily equine reproductive management, as it is very
useful to evaluate the functionality of the corpus luteum, obtaining better use of genetic
material and improving reproductive performances. Second: Plasma progesterone levels
can be predicted from corpus luteum blood flow using the Power Doppler ultrasound
technique, applying regression lines, and reducing the economic cost of measuring this
hormone laboratorially. Third: Our results support that age is a significant factor
influencing follicular and corpus luteum blood perfusion and plasma progesterone
concentration in mares. Further studies are needed to improve the precision and accuracy
of such predictions. Fourth: PI/RI indices obtained by pulsed Doppler can be used as an
early predictor of gestation, they are always lower in young mares, and drop significantly
in pregnant mares, and can be applied to embryo procurement for transfer and/or
collection for cryopreservation.

KEYWORDS: Equine; progesterone; haemodynamics; corpus luteum; uterine indexes;
ultrasound.
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Simple Summary: Power Doppler is a non-invasive imaging technique that allows complete moni-
toring of the ovary changes in cycling mares. We use Power Doppler to investigate differences in
follicular diameter and corpus luteum area as well as in follicular and corpus luteum blood flows
between young and mature Spanish Purebred mares. Young mares had higher follicular and corpus
luteum blood flows as well as higher blood progesterone levels. Moreover, we found that blood
progesterone levels could be predicted in both groups from corpus luteum blood flow with moderate
precision and accuracy. These results support the usefulness of Power Doppler to monitor ovarian
hemodynamics and the suitability of corpus luteum blood flow to estimate blood progesterone levels

in cycling mares.

Abstract: In equine reproduction, accurate and timely detection of the moment of ovulation is of great
importance. Power Doppler ultrasound technology is a non-invasive method that enables to assess
the morpho-echogenic features and blood flow changes during the estral cycle in mares. The objective
of the present study was to evaluate the influence of age on ultrasonographic parameters (follicular
diameter, follicular blood flow—FBF, corpus luteum (CL) area and corpus luteum blood flow—CLBF)
and blood plasma progesterone concentrations in cycling Spanish Purebred mares (15 less than
8 years old and 15 equal o higher than 8 years old). The ultrasound images obtained were analyzed
with the Image Colour Summarizer software, which allows the quantification of the pixels of each
image. Young mares had significantly higher FBF, CLBF and plasma progesterone levels. Moreover,
linear regression analysis showed that blood progesterone levels could be predicted in both groups
from CLBF with moderate precision and accuracy. In conclusion, Power Doppler was useful to assess
ovarian hemodynamics. Our results support that age is a factor that significantly influences FBF
and CLBF as well as blood progesterone concentration in mares. More studies would be needed to
develop high precision and accuracy predictive models of blood progesterone concentration from
CLBF measured by Power Doppler.

Keywords: Spanish purebred; power doppler; reproduction

Copyright: © 2021 by the authors.
Licensee MDPI, Basel, Switzerland. 1. Introduction

This article is an open access article . . . . . .
P In equine reproduction, accurate and timely detection of the moment of ovulation is

of great importance for the following reasons: (i) to ensure that ovulation occurred within
the estimated time period after pre-ovulation; (ii) to establish the number of ovulations
in relation to the number of pre-existing follicles, to be able to carry out the appropriate
management in cases of twins, and (iii) to ensure the rupture and collapse of the follicle,
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followed by the release of the oocyte, thus allowing to detect possible cases of anovulatory
follicles [1]. There is an increased permeability of blood vessels and an intense angiogenesis
in the ovary during follicular development, ovulation, and subsequent corpus luteum
(CL) formation.

Power Doppler ultrasound has the advantage of being a non-invasive method that
enables to assess not only the morpho-echogenic features but also physiological events
during the estral cycle such as the vascularization and blood flow (arterial and venous)
of ovaries [2]. Measurement of follicle and CL blood flow (CLBF) can be achieved by this
technique during the right-hander and also after the administration of hormonal treat-
ments [3], which allows a deeper understanding of the reproductive pathophysiology of a
mare. To make an in-depth study of the ovary, a useful tool to evaluate CL activity is to de-
termine the blood concentration of progesterone [4]. Accordingly, any relationship between
blood progesterone concentration and CLBF could be a predictive model to estimate the
functionality of CL [5] avoiding stressful situations for animals [6] and providing a good
prognosis and improving mare care and their practice management [7]. Power Doppler
could contribute to the enhancement of equine reproductive management, achieving better
use of genetic material and increasing financial return [8].

The Spanish Purebred is the most representative autochthonous equine breed in Spain.
It has experienced a great boom in recent years and is widespread worldwide, so it is
essential to guarantee its preservation by the Spanish State, as guarantor of a genetic
heritage that cannot suffer any deterioration, avoiding possible risks of the dispersion of
criteria that could compromise its adequate conservation [9]. A qualified breeding mare is
three or more years old and meets the basic aptitude for reproduction, according to the
established criteria referring to the breed prototype or morphology, functional test and
examination of the reproductive system and veterinary control [9].

The objective of the present study was to evaluate the influence of age on ultrasono-
graphic parameters (follicular diameter, follicular blood flow (FBF), CL area and CLBF)
and blood plasma progesterone concentrations.

2. Materials and Methods
2.1. Animals

Cycling Spanish Purebred mares (n = 30; 600-700 kg), with a range of age between
4 and 19 years (average 9.3 years) were evaluated. The animals maintained a high body
condition score (score > 8) during the experiment [10]. All mares had normal reproductive
tract, typical oestrus cycles length and were free from infectious diseases. All mares were
housed in stables with ab libitum access to water, hay and mineral salt. Mares were divided
into two groups: young (<8 years, n = 15) and old (>8 years, n = 15). The data collection
was carried out in the “Miguel Angel de Cérdenas” stud farm and located at San Pablo
Farm (Ecija, Seville, Spain). Animal care was fully in compliance with the University of
Cordoba requirements on animal welfare and experimentation (2021PI/19).

2.2. Mare Management

All mares in this study underwent ovulation induction by administering a single IV
injection of one dose of 3000 TU hCG (VETERIN CORION®). In all of them, the appearance
of ovulation was recorded between 24- and 48-h post-administration by ultrasound. When
the follicular diameter was >35 mm, endometrial edema was verified by ultrasound and
consistent cervical tone by rectal palpation [11].

Artificial insemination was carried out with refrigerated semen obtained from stallions
from the herd itself. Pregnancy diagnosis was not included. In this study, it was decided to
avoid sedation of the females to prevent the possible vasodilator effects of the sedative,
although it minimizes artifacts in the color Doppler video recording.
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2.3. Ultrasonography

The ultrasound examinations (US) were performed by the first author, with a US-
B-mode and Doppler using the MyLabOneVet ultrasound (ESAOTE, Barcelona, Spain).
The device was equipped with a 6-10 MHZ multifrequency linear transducer. All the US
were performed by the same person to minimize the possible differences in the uptake
and, consequently, the interpretation of the ultrasound images. The images were always
captured with the same settings (10 MHz frequency, 70% mode B gain and 40% Power
Doppler gain) and were recorded for later analysis on the same ultrasound machine. For
Power Doppler imaging, a 30-s video was made of each structure from which 3 repre-
sentative images were selected. Using the online version of Image Colour Summarizer®
software, the chosen images were analyzed. This software allows the quantification of the
percentage of colored pixels existing in an image, representative of ovarian blood flow. This
technique transforms a qualitative analysis into a quantitative one. The user only has to
introduce the file and process the selected image. Through the sum of all the colored pixels,
the percentage of existing blood flow is obtained. The recorded Power Doppler images
were taking in mares with preovulatory follicles >35 mm (Figure 1), which coincided
with the administration of hCG (ovulation induction). The ovulation time was assumed
between 36-40 h post-administration of hCG. The CL examination was 5.83 £ 0.62 and
6.40 £ 0.54 days in young and old age groups, respectively.

(b)

Figure 1. Representative image of preovulatory follicles, obtained at the time of ovulation induction,

using Power Doppler ultrasound. (a) Blood flow follicle of a young mare; (b) Blood flow follicle of

an aged mare.

Care was taken to do detailed examinations of the ovaries and uterus allowing a
correct interpretation of the follicular dynamics. Along with the examination of both
ovaries, images of the uterus were also recorded for a more complete analysis of the mare’s
reproductive dynamics.

In order to minimize possible errors and make the image of each ultrasound moment
as representative as possible, the average of the parameters evaluated (diameter of the
preovulatory follicle, percentage of FBE, area of the CL and percentage of CLBF) in the
6 images recorded from the total number of mares was evaluated. The mean value of the
four ultrasound parameters studied was used for the statistical analysis.

2.4. Progesterone Assay

Jugular vein blood samples were obtained using heparinized 4 mL vacutainers, cen-
trifugated (1000x g for 10 min at 18-25 °C) and plasma decanted and stored (—20 °C)
until progesterone assay. Progesterone was evaluated with the commercial ELISA method
EIA-5223 (DRG Instruments Gmbh, Marburg, Germany) which is specifically dedicated to
equine [12].
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2.5. Statistical Analysis

SAS University Edition 3.8 (SAS Institute, Cary, NC, USA) was used in the statistical
analysis. The GLM procedure was used to investigate differences in ultrasound parameters
and blood plasma progesterone concentrations due to age. Regression analysis in the
GLMSELECT procedure was used to investigate the relationship between progesterone
concentrations and CLBF. Model performance was assessed by the coefficient of determina-
tion (R2), the root of the mean square of prediction error (RMSPE), the RMSPE expressed as
a proportion of the observed mean (%RMSPE), and the concordance correlation coefficient
(CCC). Furthermore, the mean square of prediction error (MSPE) was decomposed into
mean bias (measure of precision), slope bias (measure of accuracy), and random error [9].
Statistical significance was declared at p < 0.05.

3. Results
All of the 30 mares ovulated within the first 48 h (38.8 & 1.3 h) after hCG treatment. The
results from follicular and CL measurements and blood plasma progesterone concentrations

are presented in Table 1. Blood plasma progesterone concentrations denoted that CL
was functional.

Table 1. Mean =+ standard deviation (SD), minimum (Min) and maximum (Max) values of the follicle and corpus luteum

ultrasonic parameters and blood plasma progesterone concentration from mares included in the study (n = 30).

Age Group
old Young Total
Parameters
Mean + SD Min Max Mean + SD Min Max  Mean + SD Min Max
Follicular diameter (mm) 4212 £258 3840 4630 43.67+294 38.60 49.00 42.89+283 3840 49.00
Follicular blood flow (%) 6.63 + 1.31 4.20 8.53 8.00 £+ 1.59 5.68 11.20 7.31 +1.59 4.20 11.20
Corpus luteum area (mm) 712 +1.27 4.38 8.63 7.79 £1.23 4.38 9.50 7.46 +1.27 4.38 9.50
Corpus luteum blood flow (%)  16.78 329 1221 22.53 21.09 + 20 16.65 2385 18.94+346 1221 23.85
Progesterone (ng/mL) 5.04 £ 0.65 4.20 6.30 8.16 £ 0.46 7.36 8.90 6.60 + 1.68 4.20 8.90

Table 2 shows the comparison between both age groups. Young mares had significantly
higher FBF (p < 0.05), CLBF (p < 0.001) and plasma progesterone levels (p < 0.001). The CL
area and follicular diameter were non significant (p > 0.05).

Table 2. Least squares mean of ultrasonic parameters and progesterone concentrations.

Age Group
Parameters Old Young SEM ! P
Follicular diameter (mm) 4212 43.67 0.51 0.13
Follicular blood flow (%) 6.63 8.00 0.29 <0.05
Corpus luteum area (mm) 7.12 7.79 0.23 0.15
Corpus luteum blood flow (%) 16.78 21.09 0.63 <0.001
Progesterone (ng/mL) 5.04 8.15 0.30 <0.001

1 Standard error of the mean.

The best regression models obtained in the present study for predicting progesterone
concentrations from CLBF data shown in Table 1 are presented in Equation (1) (all data),
(2) (young mares) and (3) (aged mares).

P, (ng/mL) = —0.392 (41.1418) + 0.369 (40.0593) x CLBF
R? = 0.58; RMSPE = 1.01 ng/mL; %RMSPE = 16.2 %; CCC = 0.73
p <0.001

)
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P, (ng/mL) = 4.878 (+0.9960) + 0.1555 (:0.0470) x CLBF

R? = 0.46; RMSPE = 0.33 ng/mL; %RMSPE = 4.0 %; CCC = 0.63 )
p<0.01
P4 (ng/mL) = 2.966 (£0.7313) + 124 (£0.0428) x CLBF
R? = 0.39; RMSPE = 0.49 ng/mL; %RMSPE = 9.7 %; CCC = 0.56 3)
p <0.05

Three models were significant and showed moderate precision, moderate to high
accuracy, and moderate to weak reproducibility according to R?, RMSPE, %RMSPE and
CCC values. Furthermore, precision and accuracy were reinforced by the fact that none
of the models showed mean or linear bias, with nearly 100% of MSE due to random error.
The best equation in terms of precision and reproducibility was Equation (1), but it had
less accuracy than the other two equations.

4. Discussion

It is common to find aged mares in herds for their genetic value and for their perfor-
mance. Reproductive aging in mares is a physiological process that affects their fertility;
thus, it must be understood how reproductive parameters change with age [13]. The associ-
ation between Power Doppler and hormonal measurements throughout the mare’s oestrus
cycle could allow to evaluate the reproductive ability in mares [14,15]. Power Doppler
is a non-invasive technique that permits the visualization of the internal organs. It has
the advantage of being non-disruptive to functions, without the risk of exposure to X-ray
radiation, and it allows frequent use, not only in isolated reproductive organs, but also the
monitoring of complete reproductive events and ovarian hemodynamics [11,16,17].

In the current study, Power Doppler allowed us to find significant differences in
the follicular and CL vascular perfusion between young and aged mares 5-7 days after
ovulation in concordance with Campos [8]. Our results agree with Bollwein et al. [4],
Ginther et al. [18] and Alonso et al. [19], who reported maximum vascularization between
6-days and 8-days post-ovulation. It is well known that luteal vascularization is important
in the supply of the nutrients and substrates required for the optimal function and maturity
of the CL [20].

No differences were detected regarding follicle diameter and CL area in agreement
with previous studies [21,22]. Consistent with those authors, age is a critical factor that
influences the quantity and quality of the equine preantral follicle.

The concentrations of progesterone obtained denoted that corpora lutea were func-
tional in all mares. The blood plasma progesterone levels quantified in this study support
that the young mares CL, from the fifth day after ovulation, had the functional ability
to preserve the pregnancy until the placenta assumes its function [17]. Although aged
mares had lower progesterone concentrations than younger ones, the values were higher
than the minimal plasmatic level (4 ng/mL). Therefore, a low reproductive performance
would not be expected in the aged mares of the current study [23]. Again, the physio-
logical cause of the significant differences in plasma progesterone concentration between
aged and young mares would be related to changes in characteristics of reproductive cy-
cles [24]. Aging in mares affects the development of the dominant follicle. Moreover, higher
postovulatory plasma progesterone concentrations in young vs. aged mares have been
previously reported [25,26]. Although we used hCG treatment for ovulation induction,
we did not establish the correlation between that treatment and progesterone concentra-
tions. A study performed by Alonso et al. [19] suggested that hCG treatment did not rise
progesterone concentrations.

In the present study, CLBF was found to be a moderately good predictor of plasma
progesterone levels. These results would support the interest in Power Doppler as a non-
invasive technique to quantify plasma progesterone levels in cycling mares. Moreover,
CLBF and progesterone levels in mares have been found to be positively correlated [4,27].
Using the data presented by Ishak et al. [27] in Equation 1, plasma progesterone levels
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would be underpredicted by 21% from CLBE, which suggests that this kind of prediction
needs refinement.

Sales et al. [17] found that Doppler ultrasound correlates with the progesterone con-
centration and the embryo transfer day in Mangalarga Marchador mares, which indicates
that Doppler ultrasound could be an important tool in the selection of appropriate embryo
recipient mares in Spanish Purebred.

5. Conclusions

Our results support that age is a factor that significantly influences FBF and CLBF
as well as the plasma progesterone concentration in mares. Power Doppler was useful
to assess ovarian hemodynamics. Progesterone plasma levels could be predicted from
CLBF measured by power Doppler. More studies are needed to enhance the precision and
accuracy of such predictions.
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