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Resumen:

La gonadotropina corionica equina (eCG) es una glicoproteina producida y secretada por la
placenta de la yegua y cuya funcion es la de formar foliculos secundarios destinados a
transformarse en cuerpos luteos accesorios ayudando a mantener la prefiez. Esta hormona se
puede utilizar como un indicador de prefiez temprana en yeguas siendo una posible técnica
diagndstica de gestacion que complementa las herramientas diagnoésticas tradicionales (Palpacion
rectal y ecografia). El objetivo de el presente trabajo es hacer una revision de literatura completa
sobre la eCG en yeguas, identificar los procesos diagnosticos utilizados en la actualidad para la
deteccion de la hormona para proponer nuevas técnicas de diagnostico rapidas y precisas. Se
efectud una busqueda sistémica y revision de literatura por medio de buscadores académico y se
utilizo6 Mendeley como gestor bibliografico para facilitar el proceso de construccion de
documento. Se concluye que la deteccion de eCG en sangre es un método complementario a las
pruebas tradicionales que permite mejorar la precision y deteccion mas temprana de la prefiez en
yeguas. La prueba de ELISA es la técnica mas usada pero requiere procedimientos de laboratorio
y puede dar falsos negativos. Las técnicas de inmunocromatografia permiten elaborar
dispositivos de diagnostico rapido para la detencion de eCG en muestras de sangre y orina.. El
uso de la nanotecnologia es una opcion viable ya que permitiria el disefio de tintas con
nanoparticulas para tatuajes inteligentes permitirian una deteccion mucho mas sencilla y rapida

de la prefiez en yeguas.

Palabras clave: equinos, gonadotropina coridnica equina, prefiez, nanotecnologia



Summary:

Equine chorionic gonadotropin (eCG) is a glycoprotein produced and secreted by the mare's
placenta and whose function is to form secondary follicles destined to transform into accessory
corpus luteum helping to maintain pregnancy. This hormone can be used as an indicator of early
pregnancy in mares, being a possible pregnancy diagnostic technique that complements
traditional diagnostic tools (rectal palpation and ultrasound). The objective of the present work is
to make a complete literature review on eCG in mares, to identify the diagnostic processes
currently used for the detection of the hormone to propose new rapid and accurate diagnostic
techniques. A systemic search and literature review was performed through academic search
engines and Mendeley was used as bibliographic manager to facilitate the document construction
process. It is concluded that the detection of eCG in blood is a complementary method to
traditional tests that allows to improve the precision and earlier detection of pregnancy in mares.
The ELISA test is the most widely used technique, but it requires laboratory procedures and can
give false negatives. Immunochromatography techniques allow rapid diagnostic devices to be
developed to detect eCG in blood and urine samples. Nanotechnology is a viable option since it
would allow the design of nanoparticle inks for smart tattoos that would allow much easier

detection. and quick of the pregnancy in mares.

Key words: equines, equine chorionic gonadotropin, pregnancy, nanotechnology.



1 Planteamiento del problema

Las yeguas son animales poliestricos y el fotoperiodo programa su actividad reproductiva
(Vasquez et al., 2004) asi que lo normal seria que tuvieran un parto por afio por lo que es
importante el uso de métodos que nos permitan diagnosticar la prefiez en estas para controlar su
salud durante la gestacion y de esta forma optimizar el proceso reproductivo erradicando lo mas
que se pueda la presencia de abortos, uno de los factores que mas afectan el rendimiento de este
tipo de produccion es la condicion corporal (Gonzales, 2008), seguido por el aborto infeccioso ya
que es una enfermedad grave en los criaderos de caballos (Velasquez y Albornoz, 1945),
representando pérdidas en la inversion que se realiza desde la alimentacion especial debido a que
requieren mayores cantidades de minerales como calcio y fosforo (Alarcon, 2013) hasta gastos
en el diagndstico de gestacion o intervenciones veterinarias mas complejas que requieren de una
mayor financiacion de los propietarios ya que la intervencion por parte del médico veterinario en
casos en los que las yeguas no logren quedar prefiadas o su desarrollo no sea el indicado
requerira de mayor supervision y por ende de mayores costos ya que por ejemplo, mediante el
uso de inseminacién artificial quedan prefiadas aproximadamente de 7 a 14 yeguas (Valdés,
2013) y de no ser asi seria necesario el uso de otras alternativas que resultan mas costosas como
los tratamientos hormonales.

El mantenimiento de equinos representa una gran inversion por parte del duefio, aunque en los
ultimos 10 afios el valor ha bajado aproximadamente un 80 % (hablando de caballo criollo
colombiano) y su sostenimiento mensual ronda entre $350.000 y $450.000 incluyendo pesebrera
y alimentacion (Rojas, 2012), siendo mas accesible la compra de una hembra que la de un
macho, sin embargo, existen muchos factores que convergen para el éxito de los sistemas de
produccion equina, que se pueden traducir en ganancias o pérdidas graves para el propietario.

(Vega, 2012).



Por lo anteriormente descrito, se propone el presente trabajo que es una revision bibliografica
sistematica sobre la eCG y en especial sobre las técnicas de deteccion de esta hormona para el
diagnostico de prefiez en yeguas, a fin de proponer nuevas técnicas que sean mas precisas,

confiables y econdmicas.

2  Justificacion

Como parte del trabajo del médico Veterinario, se encuentra el seguimiento reproductivo de
las hembras dentro de cada establecimiento, buena parte de este trabajo corresponde evaluar,
sincronizar ¢ inseminar. Existen diferentes métodos para determinacion de prefiez en yeguas
dentro de los cuales tenemos la palpacion rectal; uso de ultrasonido lo cual permite diagnosticar
no solo la prefez, sino el estado y funcionalidad de utero y ovarios (Mufioz, 1995), del mismo
modo, el uso sistematico de la ecografia una a dos veces por semana durante el periodo de
montas mejora la fertilidad (Mufioz, 2006). También se ha utilizado la determinacion de
hormonas en sangre propias de la placenta en diferentes especies como metodologia diagnostica
complementaria para la prefiez. En el caso de la yegua la Gonadotropina Corionica Equina
(eCG) es una hormona que se produce en la placenta de la misma entre los 40 y 150 dias de
gestacion, presentando un pico entre los 50 a 80 dias (Schroeder, 1993). Esta no solo tiene un rol
fundamental en el mantenimiento de prefiez temprana en la yegua (Villarraza, 2016) sino que
también se utiliza en medicina veterinaria para controlar la actividad reproductiva en diferentes
tipos de ganado, entre ellos el bovino, ovino, caprino y porcino (Rensis y Lopez, 2014)
utilizandose en la actualidad productos comerciales a base de preparaciones de (eCGQG)

parcialmente purificada a partir de sangre de yeguas gestantes. (Villarraza, 2016)



Colombia tiene reconocimiento internacional por sus ejemplares equinos de exposicion,
deporte y trabajo cuyo inventario totaliza una poblacion de 1.603.679 distribuidos
principalmente en los departamentos de Antioquia (13,81%), Tolima (9,14 %), Cérdoba (7,03%),
Cundinamarca (6,91%), Casanare (6,05%), Cauca (5,57), Meta (4,99%), Caquetd (3.97%),
Magdalena (3,95%) y Sucre (3.92%) es en estas regiones donde se concentra el 65,34% del

censo equino Nacional. (Instituto Colombiano Agropecuario ICA, 2019) .

La deteccion de prefiez por medio de la medicion sérica de eCG en yeguas es un método
importante ya que se presenta en las fases tempranas de la gestacion (Santillana, 2007),
permitiendo confirmar o descartar la prefiez, lo que a la vez permite, llevar un buen seguimiento
y control de la primera etapa de gestacion, lo que reduce pérdidas econdémicas en caso de

identificacion temprana de abortos o montas no efectivas.

Por lo anteriormente expuesto, se requiere tener a disposicion técnicas rapidas y altamente
sensibles para realizar diagnostico de prefiez en forma temprana y precisa en yeguas, a fin de

reducir las pérdidas econdmicas relacionadas con el manejo reproductivo de esta especie.



3 Objetivos

Objetivo general
. Recopilar informaciéon sobre técnicas de deteccion de la hormona gonadotropina

corionica equina (eCG) para diagndsticos de prefiez en yeguas

Objetivo especifico
» Identificar y analizar la importancia de la produccion de la gonadotropina coridnica
equina (eCGQG) en las yeguas prefiadas y aprender su repercusion dentro del ciclo reproductivo
de la yegua.
* Reconocer los niveles de gonadotropina coridnica equina (eCG) en los diferentes estados
de prefiez en las yeguas.
* Identificar los procesos diagnosticos utilizados en la actualidad para la deteccion de
gonadotropina coridnica equina (eCG) en la gestacion de las yeguas.
* Proponer el uso de nanotecnologia para la deteccion en sangre de la eCG en yeguas

prefiadas.



4. Materiales y métodos

4.1 Materiales

. Articulos de Revistas cientificas

. Revistas de divulgacion.

. Libros de Medicina Veterinaria

. Bases de datos cientificas

. Buscadores especificos en internet: Google scholar, etc.

. Estudios universitarios (monografias, tesis, etc.)
4.2 Metodologia

Se efectud una busqueda sistémica y revision de literatura por medio de buscadores
académicos sobre el ciclo estral de la especie equina con el fin de entender la fisiologia del
mismo junto al proceso de la gestacion y el papel de las diferentes hormonas que participan
en estos haciendo especial énfasis en la gonadotropina corionica equina (eCG), su
produccion, accion y efecto asi como sus niveles de concentracion en sangre a lo largo de la
prefiez de la yegua, se recopilaron por medio de la literatura las diferentes técnicas
diagnosticas utilizadas  para la deteccion de la eCG y su posible uso como método de
deteccion de prefiez en las yeguas junto con su papel en el proceso de la gestacion de las
mismas en Colombia y en diferentes partes del mundo con el fin de recopilar informacion al
respecto durante el periodo comprendido desde 1990 hasta el 2020, luego se indagara con
toda la informacion a la que se tuviera acceso a través de las bases de datos cientificas, e

internet con buscadores especificos teniendo en cuenta palabras claves que nos guiaran en



nuestra biisqueda como lo son: gestacion, equinos, gonadotropina coridénica equina, métodos
de determinacion prefiez, reproduccidon, hormonas, prefiez, etc. También se hablard
brevemente sobre los diferentes usos que posee esta hormona en la reproduccion de otras
especies domésticas como es el caso del bovino en el cual se usa esta hormona con el fin de

mejorar la tasa reproductiva.

Se utiliz6 Mendeley como gestor bibliografico para facilitar el proceso de construccion de
documento ya que nos ayudara a organizar y organizar de forma correcta la bibliografia

utilizada en el presente trabajo.

4.2.1 Tipos de estudios
Estudios observacionales descriptivos, casos y controles, estudios experimentales,
monografias sobre prefiez en yeguas y presencia de eCG, trabajos de investigacion y

experimentales (tesis), reportes de abortos o casos clinicos en yeguas prefiadas.

4.2.2 Tipos de medidas de resultados
Reportes de presencia de eCG en yeguas prefiadas, reportes de abortos en yeguas, reportes
de deteccion de eCG, niveles y presencia de la hormona, funciones de eCG reportados por
trabajos de investigacion (trabajos de grado) o por busquedas rutinarias en casos clinicos o
bases de datos. Correlacion de la deteccion de eCG frente a otras metodologias para el

diagnostico de prefiez en yeguas

4.2.3 Localizacion de estudios



Revision de trabajos de grado de las universidades nacionales e internacionales. Busqueda
manual y electronica (Internet) de articulos en revistas, boletines médicos y memorias de
congresos relevantes al tema. Consulta a expertos en el tema. Empleo de términos de

busqueda especificos como eCG, yeguas, diagndstico, gestacion, etc.

4.2.4 Evaluacion de la calidad de los estudios

Se evaluara la calidad de los estudios con la intervencion de varios observadores (Docentes,

tutor y estudiantes que trabajan en el proyecto).
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5 Marco teorico

5.1 Ciclo estral de la yegua

El ciclo estral se debe a la interaccion de hormonas de la glandula pineal, hipotalamo,
hipofisis, gonada y endometrio (Cortés et al., 2018). A diferencia de otros animales domésticos
como la vaca, la especie equina posee una fase folicular altamente variable e inconsistente,
presentandose la ovulacion mas proxima al final del estro que al inicio, dificultando asi la
prediccion exacta del momento de la misma. ( Andrade et al., 2011)

Para hablar del ciclo estral de la yegua lo primero que se debe mencionar es que son
poliéstricas estacionales, es decir que son dependientes del fotoperiodo ya que necesitan de
muchas horas de luz tal y como sucede en primavera y verano y de este modo tener partos en la
temporada que favorezca a la supervivencia de su progenie. (Cortés et al., 2018)

El efecto del fotoperiodo es dependiente de la melatonina que es secretada por la glandula

pineal durante las horas oscuras. (Diekman et al., 2002)

El estimulo necesario para la liberacion de la melatonina es captado en la retina, la cual actia
como un fotoreceptor registrando asi la presencia o falta de luz (Cortés, 2018) luego pasa al
nucleo supraquiasmatico del hipotalamo, al ganglio cervical posterior y la glandula pineal.

La ausencia de este estimulo promueve la sintesis de la N-acetil transferasa que influye sobre
la serotonina para transformarla en N- acetil serotonina que es convertida en melatonina por la
hidroxi-indol-o-metil transferasa y esta actia en el hipotalamo para regular la secrecion de la
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) para asi activar el eje hipotalamo-hipofisis-

gonada causando la presencia de ciclos estrales en el animal. En épocas con menor cantidad de
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luz donde hay mayor secrecion de melatonina los foliculos no alcanzan el crecimiento adecuado
para llevar a cabo la seleccion folicular debido a la reduccion de la hormona luteinizante por la
retroalimentacion negativa que genera la melatonina sobre el hipotdlamo disminuyendo la
secrecion de GnRH causando atresia folicular y por consecuencia la no ovulacién del animal
(Collins et al., 2007). El periodo de transicion de primavera se basaba del anestro, periodo en el
cual la secrecion de melatonina es mayor evitando asi la correcta maduracion de los foliculos a
la ovulacion donde hay crecimiento folicular y termina con la primer ovulacion del afio por
efecto de la hormona LH gracias a la poca secrecion de melatonina que permite al hipotalamo
secretar GnRH mientras que el segundo periodo de transicion en el otofio une la temporada de
ovulacion y el anestro que se caracteriza por reduccion del crecimiento folicular y se da en el
invierno ya que la luz durante este periodo es mas escasa aumentando asi la produccion de
melatonina. (Ginther et al., 2003), por lo tanto se establecen diferentes patrones de secrecion a
través del afo; un periodo de menor duracion de melatonina que comprende la época
reproductiva y uno con mayor duracion de melatonina que determina el anestro (Cortes et al.,
2018) por esto la estacionalidad se incrementa en animales mantenidos en los hemisferios y se
reduce conforme estén mas cerca de la linea del ecuador. (Irvine y Alexander, 1994).

En las yeguas el ciclo estral se caracteriza por presentar ondas de crecimiento folicular
ovarico con dos patrones tipicos: una oleada menor en la cual el foliculo mas grande nunca
tendra el tamafio como para ser ovulatorio, y una oleada mayor en la que habrd foliculos
dominantes o preovulatorios y foliculos subordinados. (Ginther et al., 2008). La presentacion de
estas ondas tiene diferencias entre razas; algunas presentan so6lo una onda folicular y otras razas,
como la Pura Sangre Inglés (PSI), desarrollan una onda secundaria en el diestro temprano en la
cual el foliculo dominante puede ser ovulatorio o anovulatorio. (Ginther, 2003)

El ciclo estral se puede dividir en:
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o Fase folicular: También conocida como el estro, tiene una duracion de 4 a 7 dias en la
yegua, aunque es altamente variable debido a factores como edad, raza, o la presencia de
foliculos de menor didmetro (Paredes et al., 2012). En esta temporada ocurre la secrecion
hormonal que produce la ovulacion, hay liberaciéon de GnRH por parte del hipotalamo el
cual estimula la secrecion de hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona luteinizante
(LH) por parte de la hipofisis anterior. El incremento en la concentracion sérica de
hormona luteinizante (LH) ocurre de forma lenta, alcanzando una concentraciéon maxima
después de 24 horas de la ovulacion , esto produce el crecimiento, seleccion, maduracion
folicular produciendo estrogenos e inhibina las cuales hacen retroalimentacion negativa;
los estrogenos sobre las gonadotropinas y la inhibina sobre sobre la FSH (Ginther et
al.,2008) posteriormente, luego de la ovulacion, se presenta una rapida disminucion de las
concentraciones plasmaticas de estrogeno e inhibina. El comportamiento de estro en la
yegua es dependiente de la concentracion de estrogenos en la sangre y puede ser
observado por un promedio de 5 a 7 dias; la duracién depende de la yegua y del periodo
estacional. Durante el estro la yegua presenta un comportamiento especifico que se
caracteriza por un incremento en la miccidn, receptividad al macho, levantamiento de la
cola y eversion ritmica del clitoris, conocida como “guifio vulvar”; esta conducta se
determina tradicionalmente por la exposicion de la yegua al caballo para observar los
signos de celo y la intensidad de éstos, los cuales pueden variar de una yegua a otra
(Paredes, 2013). Posterior a la ovulacion se forma un cuerpo luteo el cual produce
progesterona que también produce retroalimentacion negativa sobre las gonadotropinas.
En el hipotadlamo se produce también la oxitocina que posteriormente sera secretada por

la hipoéfisis estimulando al endometrio a la produccidn de prostaglandinas F2 Alfa la cual
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va a causar lisis del cuerpo luteo y por consiguiente una disminucién en la secrecion de

progesterona por parte del mismo. (Cortés et al.,2018)

e Fase lutea: La fase lutea o diestro se considera como el periodo restante del ciclo estral,
esta fase dura alrededor de 14 a 15 dias, variando de acuerdo con la duracién del estro. Se
inicia con la ovulacion, la formacién del cuerpo liteo y posteriormente la secrecion de
progesterona que causa una retroalimentacion negativa sobre el hipotalamo para inhibir la
secrecion de GnRH y de LH. Durante el diestro no hay receptividad hacia el macho y la
progesterona (P4) produce cambios en el tracto reproductivo como son el incremento del

tono uterino y el cierre del cérvix. (Paredes et al., 2012)

5.2 Gestacion de la yegua

La gestacion de la yegua dura aproximadamente de 315 a 345 dias en los cuales hay cambios
morfologicos, inmunoldgicos, y endocrinos en el oviducto y el utero importantes para el
reconocimiento y el mantenimiento de la prefiez. (Paredes, 2013)

El periodo de gestacion se extiende desde la fertilizacion al parto y se divide en 3 periodos. El
periodo ovular va desde la fecundacion al dia 15 durante el cual se desarrolla el blastocisto y
llega al tutero, el periodo embrionario va del 15 al 60 dando inicio a la organogénesis y
finalmente el periodo fetal que va desde el dia 60 hasta el parto. (Rivera, 2018)

Posterior a la ovulacion en el lugar donde se encontraba el foliculo dominante antes de liberar
el ovocito se deposita un coagulo de sangre que se denomina como cuerpo hemorragico, el cual
posteriormente se empieza a llenar de células luteas y asi formar el cuerpo luteo y se inicia con la
produccion de progesterona la cual es encarga de mantener la prefiez alcanzando su pico de

produccion hormonal en el dia 6 (Tscherig, 2019) y posteriormente descendiendo hasta el dia 20
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donde por accion de la eCG alcanzando su mayor concentracion entre los dias 40 y 70 que junto
con la FSH de la hipofisis estimulan el desarrollo de cuerpos luteos accesorios produciendo
progesterona adicional (Ptaszynska, 2007), entre los dias 36 y 38 se forman las copas
endometriales las cuales desarrollan un papel primordial en el mantenimiento de la gestacion
hasta la que la placenta produce suficiente progesterona alrededor del dia 100 para seguir

manteniendo la prefiez. (Rivera, 2018)

5.3 Endocrinologia de la gestacion

En la yegua gestante, como resultado de la persistencia del tejido luteo, las concentraciones de
progesterona permanecen elevadas, esto da lugar a una retroalimentacion negativa sobre el
hipotdlamo y la hipofisis anterior, con una inhibicion resultante del desarrollo folicular y la
ovulacion. Al mismo tiempo, el conceptus, luego de caer al utero, produce una “sefial” que

(13

impide la produccién de prostaglandinas. Este mecanismo se denomina “ reconocimiento
materno del embarazo”, en el cual la movilidad temprana de la vesicula embrionaria es
importante para asegurar que todas las areas del endometrio reciban la sefial de su presencia, y
asi, que el cuerpo luteo primario se mantenga (evitando la luteolisis) y continie generando
progesterona hasta la aparicion de las copas endometriales al ser unas estructuras exclusivas de

los équidos y proporcionan el area de adherencia del conceptus al ttero, se originan durante los

dias 28 a 35 de gestacion. (Tscherig, 2019)

5.3.1.1 Gonadotropina corionica equina

La (eCQG) es una glicoproteina estable a pH de 7,5 siendo producida y secretada por el tejido

embrionario que forma nidos crateriformes en la pared uterina formando la cédpsula endometrial
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con un periodo maximo de concentracion entre los 50 a 80 dias, presenta un peso molecular de
61000 Daltons de los cuales un 45% es debido a su contenido de carbohidratos. Tiene accion
sobre receptores FSH y LH y se cree que su funcion es la de estimular la formacion de foliculos
secundarios destinados a transformarse en cuerpos liteos accesorios con el fin de aumentar la

secrecion y por ende la concentracion de progesterona para asi ayudar a mantener la prefez.

Tiene dos subunidades designadas Alfa y Beta que son biolégicamente inactivas por separado
(Lopez et al., 1999). Se produce exactamente en el corion de las yeguas prefiadas y tiene un rol
fundamental en el mantenimiento de la prefiez en etapas tempranas (durante los primeros tres
meses) , ya que estimula indirectamente la produccion de P4 por el cuerpo luteo (CL) hasta que
la placenta puede secretarla por si misma (Villarraza, 2016). La gestacion se mantiene gracias a
la produccion de eCG por parte del endometrio sobre todo del dia 40 al 70 de gestacion(Orellana,
2015). Esta eCG junto con la hormona foliculo estimulante (FSH) de la pituitaria estimulan la
formacion del CL accesorio que garantiza la produccion de P4 hasta que el dia 100 de gestacion,
la placenta puede mantener por si sola la produccion de P4 y la gestacion. (Villarraza, 2016)

La gestacion en la yegua dura aproximadamente 11 meses (315- 345 dias), teniendo
requerimientos altos de carbohidratos, lo que es determinante para que la eCG posea una vida
media en circulacion muy prolongada. (Paredes, 2013)
5.3.1.2 Hormona Gonadotropina corionica equina sintetica

En el estado de Sao Paulo se produjo la primera version biotecnoldgica de la hormona eCG,
creada para la utilizacién de induccion y sincronizacion de celos, con esta se busca que tenga la
misma accion a la natural y se evitaria el uso de yeguas prefiadas para la produccion de dicha
hormona, asi reduciria los abortos recurrentes y las muertes prematuras en las yeguas y es de un

costo de 30%-50% mas bajo (Andrade, 2017). Esta hormona ya se ha probado en varias especies
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como los bovinos, porcinos y ovinos, con el objetivo de optimizar los resultados de la

inseminacion artificial (IA). (Velasquez, 2011)

5.3.1.3 Progesterona

Es el primer progestageno, producido por el cuerpo luteo. Las concentraciones plasmaticas de
progesterona se elevan de 7 a 8 ng/ml a los 6 dias. Se mantienen a este nivel durante las 4
primeras semanas de gestacion y llega a un pico de 10 - 15 ng/ml alrededor del dia 25 ocurriendo
a veces un descenso transitorio alrededor del dia 28 postovulacion (5 ng/ml) y se vuelven a
elevar a continuacion hasta un nuevo pico a los 80-90 dias de gestacion debido a la formacion de
los cuerpos luteos accesorios por accion de la FSH sobre los foliculos y la influencia de la eCG
(Agrados et al., Equisan). Debido a la presencia de CL secundarios, las concentraciones de
progestageno en la circulacion periférica aumentan, para alcanzar y mantener una meseta desde
aproximadamente el dia 50 a 140, y luego disminuir entre los 180 y los 200 dias de gestacion
(con concentraciones por debajo de 1 ng/ml) y permanecer asi hasta aproximadamente los 300

dias de gestacion. (Tscherig, 2019)

5.3.1.4 Estrogeno

El estrégeno en la yegua prefiada puede ser producido por el conceptus, el ovario y la unidad
feto-placentaria. Las concentraciones de estrogenos totales en la circulacion periférica durante
los primeros 35 dias de gestacion son similares a las del diestro. Si bien existe una produccion
temporal de estrogeno por parte del embrion entre los 12 a 20 dias, dichos estrogenos se

producen localmente y no aumentan las concentraciones circulantes. Después de este tiempo,
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aumentan para alcanzar una meseta entre los dias 40 y 60, a valores que se encuentran
ligeramente por encima de los existentes antes de la ovulacion (aproximadamente 3 ng/ml), que
probablemente se debe al aumento del desarrollo folicular asociado con la produccion de eCG.
Después del dia 60 es probable que el aumento se deba a la actividad del feto o la placenta y la
presencia de foliculos accesorios (Pefia, 2019). La concentracion maxima se da en el dia 210 y
posteriormente ocurre un descenso lento hasta el parto y un descenso rapido posparto. (Agrados

et al., Equisan)

5.3.1.5 Hormona foliculo estimulante

La FSH se libera de forma eventual hasta los 40 dias de gestacion (y probablemente también
hasta aproximadamente los 100 dias). Antes de los 40 dias, es responsable del desarrollo
folicular y, posteriormente, es probable que sea sinérgica con la eCG y cause una actividad

ovarica marcada. (Tscherig, 2019)

5.3.1.6 Hormona luteinizante

Las concentraciones de LH son bajas durante la gestacion.

5.3.1.7 Relaxina

Hormona de la gestacion producida en la unidad placentario-uterina. Comienza hacia el dia 75 de
la gestacion, alcanza un pico hacia el dia 180 y desciende hasta el 8° mes, momento en el que
aumenta de nuevo hasta el parto. Se cree que actua con la prolactina en el mantenimiento de la

prefiez e impidiendo contracciones uterinas espontaneas. (Agrados et al., Equisan )
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Figura I Concentracion hormonal en la circulacion periférica de la yegua durante la gestacion y parto
(Tscherig, 2019)

5.4 Uso de eCG en otras especies

La eCG posee actividad FSH y LH cuando es administrada en especies diferentes al equino en
donde solo posee actividad LH, justificindose su uso en situaciones donde se requiera la terapia
con gonadotropinas exdgenas, particularmente cuando es necesario un estimulo de la
foliculogénesis en ovarios con actividad reducida o nula. (Sintex, 2005)

La utilizacion de eCG en protocolos de inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF) esta siendo
cada vez mds usada por la ventaja que presenta en ciertas caracteristicas de animales al aumentar
el porcentaje de prefiez como en vacas de carne con cria al pie, baja condicidon corporal, vacas
lecheras lactantes y anestro. Sin embargo cuando se a usado ha sido en vacas con buena
condicién corporal los porcentajes de prefiez no se incrementan con respecto a los grupos que no
recibieron eCG. (Sagbay, 2012)

Asi lo demuestra un estudio realizado en el 2012 , donde la eCG era aplicada en un protocolo

con dispositivo intravaginal de progesterona y permitié detectar la ovulacion en hembras
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durante los primeros 10 dias de culminados los tratamientos. El 78.9% de las vacas tratadas con

eCG ovularon frente al 29% de vacas que ovularon del grupo control sin eCG. (Garnica, 2012)

Segun reportes de Garnica (2012), la adiciéon de eCG en protocolos de sincronizacion en bufalos
con baja expresion de estro mejora sustancialmente la tasa de ovulacion. Cuando este tratamiento
es seguido por IA a tiempo fijo, las tasas de embarazo logrados en bufalos en anestro, ya sea

ciclico y no ciclico, puede acercarse a las tasas observadas en vacas inseminadas a estro natural.

Adicionalmente, la eCG ha sido utilizada para inducir la ovulacién y aumentar las tasas de
prefiez en protocolos de inseminacion artificial en ovejas ( Luther et al., 2007). Sin embargo en
cabras se ha observado que el uso repetido de eCG para la induccion de la ovulaciéon podria
causar un descenso en la fertilidad debido a la generaciéon de anticuerpos anti-eCG. ( Roy et al.,
1999)

La eCG al ser capaz de unirse a receptores FSH y LH podria estimular indirectamente la
espermatogénesis y aumentar la concentracion sérica de testosterona, como lo reporta un estudio
en el 2013, donde un venado de campo (ozotoceros bezoarticus) azoospermico (ausencia de
espermatozoides) se le administré 500 Ul de eCG la terapia logré restaurar la actividad testicular
y reiniciar la espermatogénesis (Ungerfeld, 2013). También se ha demostrado en carneros que la
eCG en estacion no reproductiva aumenta los niveles de testosterona y la capacidad de estimular
la actividad reproductiva en hembras. (Ungerfeld et al., 2014)

La administracion de 250 Ul de eCG con un intervalo de dos semanas entre cada una en perros
con asternozoopernia produjo una mejoria transitoria en la espermatogénesis. (Kawakami et al.,

1999)
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5.5 Métodos de deteccion de preiiez

5.5.1 Ecografia:

La ecografia es una técnica de imagen basada en la utilizacion de ultrasonido (US) el cual se
define como aquel sonido que tiene una frecuencia mayor a la que escucha el ser humano.
(Gonzalez, 2018)

Los principales usos de este método son para determinar el sexo, para saber en qué momento
de la ovulacion se encuentra, si hay algin hallazgo patologico. Sus aplicaciones mas utilizadas
intervienen en los controles de ovulacion y desarrollo folicular, sirve para estudiar los ovarios, si
se presenta alguna alteracion, determina también si hay presencia de gestacion gemelar, evita
futuros abortos, presencia de quistes endometriales, etc.. (Bellenda, 2005)

El uso de la ecografia en la deteccion de la prefiez en yeguas a los 10 a 14 dias después de la
ovulacion orienta al estudio de la incidencia de pérdida embrionaria entre los 14 y 40 dias. En un
estudio realizado por Rivera en el 2012, (Rivera, 2012) demostr6 que mediante ecografia que las
tasas de prefiez reducen y las tasas de pérdida embrionaria incrementan con la edad de las
yeguas.

5.5.2  Palpacion:

Es el método mas sencillo y econdmico, para esta practica no se necesitan aparatos
tecnoldgicos, este procedimiento se debe realizar con guantes, lubricacién y vestimenta
apropiada. (Rangel et al., 2009)

La palpacion rectal puede causar algunos traumas ya que la yegua es mas susceptible a
rupturas y peritonitis a comparacion de la vaca sea por palpacion muy demorada, por traer uinas
largas, anillos, también puede haber aborto por falta de lubricacion al momento de palpar ya que

causaria traumas en la mucosa intestinal al intentar ingresar forzadamente el brazo en el animal,
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sin embargo es una practica que se hace muy seguido en las yeguas para diagnosticar prefiez ya

que este es muy certero. (Rivera, 2012).

5.5.3 Gonadotropina corionica equina en sangre:

Otro método de deteccion de prefiez es el uso de la eCG, esta puede ser detectada en orina,
leche y suero a partir de los 35 a 38 dias después de la concepcion. Los niveles circulantes de
esta hormona crecen muy rapido en el primer mes, hasta alcanzar su pico en un rango de 6 a 8
semanas de prefiez. La aparicion de la gonadotropina en suero y orina después de la concepcion
junto con su rapido aumento de concentracion durante los principios de la gestacion la hacen un

excelente indicador para la deteccion temprana de la prefiez equina. (Santillana, 2007)
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6 Resultados

6.1 Niveles eCG durante la gestacion
Ya que la hormona tienen como funcidén ayudar a mantener la prefiez temprana presenta
diferentes concentraciones a lo largo de la gestacion al aumentar el crecimiento folicular y
aumentar los niveles de progesterona. (Garnica, 2012)
La eCG aparece en sangre entre los 38 a 42 dias post-ovulacion y es producida por las copas
endometriales alcanzando un valor maximo a los 60- 65 dias de gestacion (20 - 300 UI/mL)
con el fin de estimular foliculos secundarios que posteriormente se transformaran en cuerpos
luteos accesorios. Generalmente se encuentra en sangre hasta el cuarto mes de gestacion y
presentard una caida brusca casi indetectable entre los dias 120 -150. (Tscherig, 2019)
En experimentos que se han realizado en yeguas de varias razas se presenta diferencias
marcadas de la hormona ECG, tanto en el pico alcanzado como en la duracion de actividad
de esta hormona en la sangre, los perfiles de la hormona alcanzan picos mas altos y muestran
mayor variacion en las hembras de raza pequeiias como los ponys comparandose con las de
mayor tamaiio como Thorougbreds, esto quiere decir que la concentracion de dicha hormona
dependera de la raza de la hembra y del volumen total del tejido endometrial que se

desarrolla en el utero. (Ferreira et al., 2005)
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6.2 Métodos de deteccion de gonadotropina corionica equina en el plasma

Son métodos sensibles, rapidos y confiables para detectar la presencia de esta hormona,
garantiza la colecta de plasma con altas concentraciones de la hormona. Tradicionalmente los
medios de diagndstico, la colecta del plasma se realizaba por control de monta de los animales
que se traducia en que un gran porcentaje es de los mismos que al ser testados antes de su uso en
la produccion resultaban negativos. El empleo de técnicas como ELISA y la prueba de
aglutinacion en LATEX ha reducido considerablemente el porcentaje de plasma negativo y la
calidad de plasma que llega a la produccién es superior. (Labiofam, 1999)

6.2.1.1 Pardametros a tener en cuenta para la obtencion del plasma equino con alta

calidad requerida

e Seleccion de las unidades equinas: Los animales deben contar con un certificado
médico que avale el estado epizodtico de los animales libres de enfermedades
infectocontagiosas, las hembras deben tener entre 3 y 10 afios, con buen estado fisico
y de salud y estar entre los 40 y 120 dias de gestacion. (Hernandez et al., 1999)

® Muestreo: Se debe tomar una muestra entre los 5 y 8 ml de sangre de yeguas gestantes,
se hace un test diagnodstico para seleccionar los animales positivos para realizar
sangria. (Silva, 2005)

e Sangria: El volumen de sangre a obtener dependera del estado de salud del donante, es
asi como un caballo sano de 500 kg puede donar de 6 a 8 litros. Durante la extraccion
es necesario mover el recipiente para evitar la coagulacion y cerciorarse ademas de
que la sangre corra por las paredes del recipiente para evitar hemdlisis. Al terminar la

sangria se toman todas las medidas higiénicas sanitarias para proteger al donante. A
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cada donante se le realizan de tres a cinco sangrias con intervalos de 15 dias, teniendo
en cuenta los resultados del primer muestreo solamente. (Silva, 2005)

e Decantacion : La sangre colectada es conservada en refrigeracion entre 2 a 8°c durante
48 a 72 horas para que sedimenten los hematies, obteniendo un rendimiento entre 50 y
60 % de plasma. Se realiza en un area aséptica. Se decanta el plasma en tanques por 20
0 25 litros identificando el mismo, segun la brigada. (Labiofam, 1999)

e Almacenamiento y recepcion para la produccion industrial: EI plasma es almacenado
en refrigeracion a 20°c, posteriormente es trasladado en un transporte refrigerado para
ser utilizado en la produccion y es recibido acompanado de un protocolo que incluye
la fecha, lugar, hora de sangria, donantes y otros datos del control de la sangria. A
cada tanque se le realiza una titulacion mediante el test de ELISA como contrapartida
del test de Latex realizado a los donantes directamente. (Agrocalidad, 2018)

6.2.1.2 Prueba ELISA:
Es un método inmunoenzimatico muy difundido y de los mas utilizados para detectar
macromoléculas y requieren de la separacion en fases mediante un inmuno absorbente de fase
solida empledndose el analisis competitivo mediante conjugado de enzima — anticuerpo:
consiste en la inmovilizacion del antigeno, o el anticuerpo sobre una fase solida afiadiéndose
posteriormente de forma secuencial los otros componentes de la reaccion. Entre cada paso se
realizan lavados para eliminar lo que no se fij6. El fundamento de esta técnica se basa en la
reaccion antigeno anticuerpo y se revela con la adicion del sustrato especifico de la enzima.
Tradicionalmente y antes de los medios de diagnostico se realiza una colecta de plasma por
control de monta de los animales lo que se traducia en un porcentaje de animales que al ser

testeados antes de su uso en la produccion resultaban negativos, esto es importante ya que el



25

detectar la presencia de la hormona en el plasma no garantiza que al que haya grandes

concentraciones en la colecta. (Lopez et al., 1999)

Algunos factores importantes del método descritos por el autor Labiofam en 1999 son:

La fase solida que es un inmunoabsorbente donde se inmoviliza el antigeno o el
anticuerpo en una cantidad que pueda ser producible. En la actualidad se emplean
placas de polivinilo.

Los antisueros se producen principalmente en conejos y su purificacion, asi como el
esquema de inmunizacién depende del tipo de antigeno empleado. Se toma el suero
cuando la produccion de IgG es elevada y se realiza una reabsorcion del suero para
evitar reacciones no especificas cuando sea necesario

El conjugado es uno de los factores mas importantes del método ELISA. La enzima
que forma el conjugado debe mantener su actividad y el anticuerpo sus capacidades
inmunologicas. La enzima debe ser altamente reactiva, estable, pura, econémica y con
gran actividad especifica.

El sustrato debe permitir la deteccion de la enzima que esta formando el conjugado,
debe ser especifico y reproducible, ser facil de preparar, poco nocivo, los productos de
la hidrdlisis deben ser solubles y con un coeficiente de extincion alto. El tiempo de
reaccion enzima-sustrato se determina experimentalmente.

Los lavados se realizan después de los periodos de incubacidén para eliminar lo no
fijado y lo que estd en exceso. Para ello se emplea agua destilada, solucion salina o
BPS.

6.2.1.3 Prueba de aglutinacion en LATEX:

Es un método para examinar anticuerpos o antigenos conocidos que se unen a particulas de

latex con el objeto de facilitar la visualizacién de la prueba. Las particulas de latex se unen
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facilmente a la porcion fragmento de region cristalizable (Fc) de moléculas de
inmunoglobulinas G y M , los fragmentos de unién del anticuerpo se unen al antigeno de la
muestra y si estos antigenos tienen varios epitopes los anticuerpos multivalentes acoplados a
multiples moléculas de latex se unen al antigeno dando como resultado una aglutinacion
visible. Esta prueba es de uso facil y rdpido ademés de presentar un alto grado de sensibilidad
y especificidad. (Sotelo, 2010)
6.2.1.4 Prueba inmunoensayo cromatografo:
Esta prueba es cualitativa para la deteccion de esta hormona en suero. La prueba utiliza una
combinacion de antibidticos incluyendo anticuerpos monoclonales y policlonales, para
detectar los niveles de sensibilidad asegurada de la hormona, la prueba no muestra reaccion
cruzadas con las hormonas FSH, LH, TSH, a niveles fisiologicos altos. El ensayo debe estar a
temperatura ambiente, este es dirigido aplicando dos gotas de suero en la placa de diagnostico,
donde migra por accidn capilar a través de la membrana para reaccionar con el conjugado
coloreado. Los resultados positivos reaccionan con el conjugado de anticuerpos de la hormona
formando una linea coloreada en la marca que le corresponde, si la formacion de la linea esta
ausente indica resultados negativos. (Santillana, 2007).
6.2.1.5 Métodos inmunologicos

En la actualidad la utilizacion de estos métodos para la deteccion de eCG son
ampliamente utilizados y difundidos principalmente en el campo de investigacion y no como
un método diagndstico de prefiez, estos se basan en una reaccion antigeno-anticuerpo como es
el caso del test PMSG ELISA. El anticuerpo es producido por hiperinmunizaciéon de otros
animales como el conejo en los cuales se evalua por medio de un ELISA el titulo de
anticuerpos  desarrollados una  vez utilizado el plan de  inmunizacion

(Villarraza, 2016) utilizando la eCG como antigeno, este anticuerpo especifico para la eCG se
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adhiere a un micro platillo (fase solida) si hay presencia de eCG en el suero de la yegua este
también se va adherir al platillo, a esto se ha sumado una reaccidén enzimatica que produce

una coloracion con el fin de cuantificar la eCG. (Ferreira et al., 2005)

Tabla 1 Métodos de deteccion de eCG

Autor Método Descripcion Referencia
Yeguas
certificadamente sanas,
con edad promedio de Labiofam (1999)
3-10 afios, y debe estar '
entre I.O,S 40-120 dias de http://repositorio.educa
gestacion, para | . . .
Labiofam Deteccion en plasma proseguir con el cionsuperior.gob.ec/bit
.. stream/28000/4917/2/a
procedlmle.nto que 1nex0%202.%20present
ConStE} de: muestre':o, aci%c3%b3n%20pueba
sangria,  decantacion, | o/ q.0070clisa. pdf
almacenamiento,
recepcion  para la
produccion industrial.
Detecta
macromoléculas,
consiste en
inmovilizacion del | Labiofam (1999).
antigeno 0 el
anticuerpo para ver su | http://repositorio.educa
. reaccion se revela | cionsuperior.gob.ec/bit
Labiofam ELISA adicionand}; un sustrato | stream/28000/4917/2/a
especifico. Este | nex0%202.%20present
comprende unas fases | aci%c3%b3n%20pueba
que son: fase solida, | %20de%?20elisa.pdf
antisueros, conjugado,
sustrato y por ultimo
lavados.
Exa}mina anticuerpqs ° | Sotelo (2010),
antigenos  conocidos i .
Sotelo Aglutinacion en latex que se unen al latex https://es.scribd.com/do
facilitando su ¢/43927196/AGLUTIN
L ACION
visualizacion.
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Utiliza antibidticos
incluyendo anticuerpos

Santillana (2007).

https://www.engormix.

Santillana Inrnunqensayo mono y  policlonales com/equinos/articulos/
cromatografo para  detectar  los ba-di tica-
niveles de sensibilidad | 2o o CHASHOS
de la hormona prenez-equifia-
t26844 .htm
El anticuerpo es
producido por | Villarraza (2016).
M¢étodos hiperinmunizacion de | https://bibliotecavirtual.
Villaraza inmunologicos (test | otros animales | unl.edu.ar:8443/bitstrea
PMSG ELISA) (conejos), en los cuales | m/handle/11185/1569/2
se evalua por medio de | .3.13.pdf
un ELISA.
Utilizando la eCG
como antigeno, el | Ferreira (2005).
anticuerpo  especifico
Ferreira ELISA para eCG se adhiere a | https://www.colibri.ude

un micro platillo y
produce coloraciéon con
el fin de cuantificar la
eCG.

lar.edu.uy/ijspui/bitstrea
m/20.500.12008/19308
/1/FV-26507.pdf
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7 Discusion

En nuestro caso ya que lo que buscamos es la deteccion de esta hormona en sangre como un
método de prefiez se puede resaltar el uso de diferentes métodos mas accesibles
econémicamente para los propietarios y que se encuentran disponibles para la practica de la
medicina veterinaria ya mencionados anteriormente tales como la prueba ELISA comercial,
sandwich ELISA, aglutinacion en LATEX e inmunoensayo cromatografo los cuales son basados
principalmente en la deteccion de anticuerpos siendo en realidad unos muy buenos indicativos de
la hormona en sangre. Resaltando principalmente el ELISA ya que es el método mas sencillo y
accesible desde nuestro punto de vista ya que en la actualidad ya se encuentran disponibles KITS
en el mercado extranjero, sin embargo Gupta et al. 2016 realizd un estudio con el fin de
demostrar la especificidad y la sensibilidad del ELISA sandwich frente al kit comercial
realizado pruebas en 175 yeguas con servicio confirmado arrojando resultados positivos para 75
yeguas evaluadas que posteriormente fueron evaluadas dando resultados indicando una
especificidad del 99.00% y una sensibilidad del 100%. No hace falta mencionar que en la
cotidianidad hay métodos mucho mas sencillos para la deteccion de la prefiez en las yeguas y que
dan muy buenos resultados tales como la ecografia el cual es un método muy difundido y

utilizado en la clinica equina y en el manejo de la reproduccion.

7.1 Nanotecnologia para deteccion de eCG en sangre:

Segun la revision de literatura realizada se puede pensar que hoy en dia el uso de diferentes
tecnologias se ha empleado para la medicion de diferentes hormonas no solo en el campo de la
medicina humana sino también en la medicina veterinaria con fines productivos, unos de los mas

novedosos es el uso nanotecnologia que comprende la representacion grafica, la medicion, el
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modelado y la manipulacion de la materia en una escala nanométrica regulando las acciones de
las moléculas mensajeras con las hormonas y los mediadores manteniendo la estabilidad i6nica y

fabricando una gran variedad de bloques de construccion para el organismo. (Robles, 2010)

Este método no invasivo de la biomedicina es usado en enfermedades como la diabetes y se basa
en la deteccion de tres moléculas principales por medio de sensores de glucosa basados en
nanoparticulas para su medicion en sangre (Urrejola, 2018), estos biosensores se ubican en la

epidermis del paciente y por medio de controles se revisa los niveles de la hormona circulante.

Los Biosensores a nanoescala o nanobiosensores representan un paso fundamental para el
desarrollo de nuevos dispositivos destinados a medir los niveles de azucar en la sangre, estos
proporcionan un aumento en la sensibilidad en los limites de cuantificacion, los cuales son
requeridos para un mejoramiento en el andlisis. El uso de nanomateriales funcionalizados con
biocomponentes puede mejorar drasticamente la estabilidad y la especificidad de la deteccion en
el sistema, mejorando asi su reproducibilidad y fiabilidad (Mufioz, 2012). Est4 tecnologia se
puede implementar para el diagnostico de prefiez en yeguas ya que los tatuajes son realizados
con tintas que fluorecen visiblemente bajo luz ultravioleta (Graphic, 2010), sin embargo, sus
elevados costos son un inconveniente para la aplicabilidad de esta prueba en el campo de la

medicina veterinaria.
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8 Conclusiones

La evaluacion clinica junto con la palpacion rectal y ecografia siguen siendo los métodos
mas sencillos y econdmicos para deteccion de prefiez en yeguas.

La deteccion de eCG en sangre es un método complementario a las pruebas tradicionales
que permite mejorar la presicion y deteccion mas temprana de la prefiez en yeguas ya que
sus niveles de concentracion estan presentes en la primera etapa de la gestacion.

La prueba de ELISA es la técnica més usada pero require procedimientos de laboratorio y
puede dar falsos negativos.

Las técnicas de inmunocromatografia permiten elaborar dispositivos de diagndstico
rapido para la detecion de eCG en muestras de sangre y orina. Estas técnicas se pueden
mejorar para hacerlas mas precisas.

El uso de la nanotecnologia es una opcion viable ya que permitiria el disefio de tintas con
nanoparticulas para tatuajes inteligentes como se han usado en humanos para detector
sustancias como glucosa o insulina. Estos tatuajes permitirian una deteccidon mucho mas

sencila y rdpida de la prefiez en yeguas.

Recomendaciones

En la practica clinica de la reproduccion equina no es comun realizar un seguimiento
adecuado a lo largo de la gestacion de la yegua por lo que resaltamos la importancia de
esta practica ya sea mediante ecografia o mediciéon de hormonas ya que no solo es
importante la confirmacién de prefiez si no que ademas se debe monitorear tanto por la
salud y el bienestar de la yegua y del potro que esta se encuentra gestando y de esta forma

poder detectar problemas durante la gestacion o anomalias en la misma que de ser
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detectadas a tiempo y pueden ser tratadas y monitorizadas con el fin de optimizar la

produccion en estos animales.

También consideramos importante ampliar el uso y mejoramiento de técnicas como la
inmunocromatografia ya que son pruebas no invasivas con las ventajas de simplicidad y
rapidez, permitiendo confirmar o descartar la prefiez de las yeguas, considerandose

econdmico en comparacion con otros métodos tradicionales de diagnostico de prefiez.
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