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RESUMEN

La transferencia de embriones en yeguas ha sido ampliamente utilizada durante los
ultimos afos, posicionandose actualmente como una de las biotecnologias mas
empleadas en reproduccidon equina. Sin embargo, luego de la monta o inseminacién
artificial, todavia es dificil tener certeza de que la yegua esté efectivamente prefiada tan
precozmente como al dia 7-9 post ovulacién. Esa confirmacion, actualmente solo puede
comprobar con la recuperacion efectiva del embrién mediante flushing uterino, con
algunos falsos positivos. Estudios previos han sugerido fendmenos de vasculogénesis y
angiogeénesis uterinas asociados a gestacion tan temprana como menos de 10 dias, asi
como aquellos coligados al posterior reconocimiento materno de la gestacion.

La ultrasonografia Doppler es una técnica de imagen que hipotéticamente podria evaluar
cambios vasculares uterinos como vasculogénesis y angiogénesis en yeguas
presuntamente gestantes, donantes, y confirmar diagnéstico de prefiez tan temprana
como al dia 7-9 de gestacion. Esta deteccidn temprana de la gestacion permitiria insistir
en la recuperacion embrionaria por flushing uterino, evitando equivocadamente
abandonar este proceso al tener la idea de que la yegua esta “seca”, promoviendo en ella
la induccién de un nuevo ciclo estral.

Es por esto, que surge la siguiente pregunta ¢existen cambios vasculares en el
endometrio de yeguas donantes durante los dias 7-9 de gestacion asociados a la misma?
Este estudio tuvo como objetivo caracterizar mediante ecografia Doppler color la
vasculogénesis y angiogénesis durante la gestacion temprana de 7-9 dias en yeguas
Pura Raza Chilena, confirmada por recuperacion embrionaria.

Se realizaron ecografias Doppler color a 30 yeguas donantes entre los dias 7-9 post
servicio, registrandose las caracteristicas del flujo vascular uterino en imagenes por
ecografia Doppler color, relacionandolas con la presencia o no del embridon. En las
imagenes se observdé aumento del flujo sanguineo en el 93,3% de los animales,
obteniéndose una recuperacién embrionaria del 83,3%. EI Doppler color tuvo un 96% de
sensibilidad, 20% de especificidad, un 83% de exactitud y un valor predictivo positivo de
86%, lo cual indicaria que es una prueba fiable para poder detectar gestacién de manera
precoz.

Palabras clave: Flushing uterino, prefiez, ecografia Doppler, hemodinamica, flujo
sanguineo, yeguas donantes, recuperacion embrionaria.
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ABSTRACT

Embryo transfer in mares has been widely used during the last years and is currently one
of the most used biotechnologies in equine reproduction. However, after mating or artificial
insemination, it is still difficult to be certain that the mare is actually pregnant as early as
7-9 days post ovulation. Currently this confirmation can only be verified with the effective
recovery of the embryo by uterine flushing, with some false positives. Previous studies
have suggested phenomena of uterine vasculogenesis and angiogenesis associated with
early gestation of 10 days, as well as those associated with subsequent maternal
recognition of gestation.

Doppler ultrasonography is an imaging technique that hypothetically could be used to
evaluate uterine vascular changes such as vasculogenesis and angiogenesis in
presumed pregnant mares, donors, and to confirm pregnancy diagnosis as early as day
7-9 of gestation. This early detection of pregnancy certainty would allow insisting on
embryo recovery by uterine flushing, avoiding mistakenly abandoning this process with
the idea that the mare is “dry”, promoting the induction of a new estrous cycle.
Therefore, the following question arises: Are there vascular changes in the endometrium
of donor mares during days 7-9 associated with gestation?

The aim of this study was to characterize vasculogenesis and angiogenesis during early
gestation of 7-9 days in Chilean Purebred mares, confirmed by embryo recovery, by
means of color Doppler ultrasound.

Color Doppler ultrasonography was performed on 30 donor mares between days 7-9 post
service, recording the characteristics of uterine vascular flow in color Doppler images,
relating them to the presence or not of embryo. The images showed an increase in blood
flow in 93.3% of the animals, obtaining an embryo recovery of 83.3%. Color Doppler had
96% sensitivity, 20% specificity, 83% accuracy, and a positive predictive value of 86%,
which would indicate that it is a reliable test for early detection of pregnancy.

Key words: Uterine flushing, pregnancy, Doppler ultrasound, hemodynamics, blood flow,
donor mares, embryo recovery.
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1. INTRODUCCION

El utero de la yegua esta conformado por un cuerpo relativamente largo, bien desarrollado
y dos cuernos divergentes (Dyce et al., 1999). Este 6rgano se encuentra suspendido
dentro de la cavidad pélvica y abdominal por el ligamento ancho, que aloja la irrigacion e
inervacion (Gonzalez, 2018). El utero esta constituido por tres capas: el endometrio, la
capa mucosa interna; el miometrio, la capa de musculo liso y el perimetrio, la capa serosa
(Brinsko et al, 2011). ElI endometrio tapiza el utero con un tejido muy glandular cuya
vascularizacion y grosor varian con los cambios hormonales determinados por el ovario
y el propio estado de gestacion (Frandson & Spurgeon, 1992). La vascularizacién uterina
esta a cargo principalmente de cinco arterias pares: la arteria ovarica, arteria pudenda
interna, arteria uterina, arteria vaginal y arteria vestibular (Konig & Liebich, 2005).

Segun la etapa del ciclo reproductivo, el utero experimenta una definida sucesion de
cambios anatomicos vasculares (Cortés-Vidauri et al., 2018). En 2005, Silva et al.,
concluyeron que tanto las yeguas gestantes como las no gestantes tienen similitudes en
la vascularizacion endometrial, la cual es escasa en los primeros 8 dias después de la
ovulacién. Sin embargo, entre el dia 11 y 13 post ovulacion se verifica un discreto
aumento de la perfusién vascular en el cuerno uterino que contiene el movil embridn
(Ginther, 2014).

Por otra parte, el estado de gestacion experimenta importantes cambios anatomo
topograficos asociados al tamafo, posicion y estructura del utero (Hafez,1993). En tanto,
los vasos sanguineos estan muy modificados de tamano y forman nuevas ramas (Sisson
& Grossman,1982). Luego, a medida que avanza la gestacion, el utero experimenta una
expansion gradual para dar cabida al feto en crecimiento (Jainudeen & Hafez, 1993).
Dado que la presencia del embridn equino estimula la produccién de grandes cantidades
de estrogenos durante la prefiez temprana, se cree que estos esteroides contribuyen al
aumento de la vascularizacion uterina en la yegua prefada (Klein, 2016).

En la gestacidn, la arteria uterina, provee la mayor parte del riego sanguineo al utero en
la region del feto en desarrollo, de modo que agranda notablemente su diametro al

avanzar la gestacion (Hafez, 1993). De esta forma, la perfusion uterina sera mayor en la



fase luteal temprana, lo que se corresponde con el momento de la llegada del embrion al
utero. De hecho, el aporte de sangre uterina es vital para la nutricion del embridn
(Bollwein et al., 2003) y para el reconocimiento materno, definido como el proceso
fisiolégico que asegura que el organismo materno reconozca la presencia del embrién
(Short, 1969) y se mantenga su supervivencia, evitando la lisis del cuerpo Iuteo y, de este
modo, resguarda la continuidad de la gestacién (Swegen, 2021).

Actualmente no se conoce con exactitud la sefial quimica que secreta el embrién equino
gestante para su reconocimiento temprano por la madre y su posterior desarrollo, pero
hay evidencias que el embrion sintetizaria importantes niveles de estrogenos alrededor
del dia 12 de gestacién (Raeside et al., 2004; Raeside et al., 2009), un mecanismo
mediante el cual daria sehales de su presencia en el sistema endocrino materno,
prolongando la permanencia de un cuerpo luteo activo, una caracteristica propia de la
gestacion de los mamiferos. Asi, la mantencion de la prefiez requeriria la interaccion
reciproca entre el embrion y el endometrio (Spencer et al., 2004).

En reproduccién animal el diagnostico por imagen ecografica constituye el mayor avance
en el diagndstico de la prefiez y el monitoreo reproductivo en varias especies, incluidos
humanos, ovejas, perros, caballos y ganado (Matsui y Miyamoto, 2009). En la yegua, en
condiciones de campo, la ecografia transrectal se utiliza tipicamente para el diagndstico
inicial de la gestacion, tan pronto como el dia 12 al 14 post ovulacién, mientras que en
condiciones experimentales este diagndstico se puede adelantar al dia 10 u 11 post
ovulacioén (Vanderwall, 2008).

En 1842, el fisico austriaco Christian Andreas Doppler describi6 el efecto Doppler como
el cambio aparente en la frecuencia o longitud de onda de una onda cuando experimenta
un movimiento relativo entre las fuentes de las olas y un observador (Katsi et al., 2013).
La ultrasonografia Doppler se basa en el estudio del flujo sanguineo de los diferentes
organos y estructuras de manera no invasiva (Yafiez et al., 2022). Por ello, ha sido de
gran ayuda para identificar los cambios hemodinamicos a través de la velocidad y
direccion del flujo sanguineo estan representados por imagenes con colores y tonos
especificos (Ginther & Utt, 2004). Expresa el cambio de frecuencia Doppler en escala de
color rojo-azul segun la direccion del flujo, siendo el color rojo si el flujo se acerca al
transductor y azul si se aleja, pudiendo ser de mayor o menor intensidad del color segun



la velocidad del flujo sea mayor o menor. Proporciona por tanto una idea global sobre la
presencia y direccion del flujo (Rubio et al., 2014).

En medicina reproductiva animal, inicialmente la ecografia Doppler color se empezé6 a
utilizar en yeguas para evaluar la vascularizacion de la pared folicular. Los primeros
estudios se basaron en la informacién obtenida en las grandes arterias (ovarica, uterina
y vaginal), responsables de la vascularizacion sanguinea del aparato reproductor de la
hembra equina (Gastal & Gastal, 2011). De acuerdo con las estadisticas J de Youden, se
evidenciaron cambios en el flujo sanguineo uterino en yeguas adultas prefiadas en el dia
7 con una sensibilidad del 80% y una especificidad del 85,5% y en el dia 8 post ovulacién
con una sensibilidad del 97,2% y una especificidad del 85,7% a través de ecografia
Doppler color (Nieto-Olmedo et al., 2020).

Las pruebas de diagnéstico permiten diagnosticar si un animal tiene o no una condicién
de interés. Para incorporar una nueva prueba de diagnéstico, primero se debe definir su
validez a través de sus indicadores de desempeno, sensibilidad y especificidad (Rendén-
Macias et al., 2020), donde la sensibilidad es la proporcion de individuos con la condiciéon
de interés que poseen una prueba positiva y se calcula con la formula A/(A+B) (Tabla 1),
mientras que la especificidad es la proporcion de individuos sin la condicién de interés
que poseen una prueba negativa o normal y se calcula con la formula D/(B+D) (Vizcaino,
2017). La exactitud es la probabilidad de que el resultado prediga de manera correcta la
presencia o ausencia de la condicion de interés, calculada con la formula (A+D) /
(A+B+C+D) (Bravo & Cruz, 2015). El valor predictivo positivo (VPP) es el poder predictivo
de enfermedad cuando la prueba es positiva (Diaz et al., 2018) y se calcula con la formula
(A/A+B) (Pita & Pértegas, 2003).

Tabla 1. Cuadro resumen sensibilidad/especificidad.

Condicidn de interés
Positivo Negativo
Resultado de la prueba Positivo A: Verdadero positivo B: Falso positivo
Negativo C: Falso negativo D: Verdadero negativo

Elaboracion propia



La transferencia de embriones es una técnica de reproduccion asistida (ARTS) que
consiste en explotar el potencial reproductivo desaprovechado de una hembra de alto
valor genético, utilizando técnicas combinadas de sincronizacion del ciclo, inseminacion
artificial, colecta y siembra de embriones (Fernandez, 2019). Es una biotecnologia
definida como el procedimiento mediante el cual se realiza la coleccién de embriones
obtenidos a través del lavado uterino con solucion Ringer lactato a temperatura ambiente
en una yegua donante, que se encuentra entre los 6-10 dias post ovulacion (Torres,
2012). El embrion recuperado es transferido a la cavidad uterina de una yegua receptora
que presenta exactamente el mismo tiempo del ciclo estral, lo cual debe ser sincronizado
previamente con la yegua donante y que, ademas, es la que llevara el embrién / feto y la
que da a luz al neonato (Balerdi, 2012-2013). Algunos autores (Vanderwall, 2000) revelan
que el momento optimo para realizar la transferencia embrionaria se logra cuando la
yegua receptora ovula entre 1 dia antes y 2 dias después de la yegua donante o 3 dias
post ovulacién de la yegua donante (Stout, 2006).

En esta biotecnologia se puede esperar una tasa ideal de recuperacién embrionaria del
50 a 80 % y una tasa de transferencias exitosas del 50 a 80 %, lo que determinaria un
porcentaje de prefiez real del 25 al 65 %. Asimismo, con esta técnica es posible obtener
en promedio 4 0 mas potrillos por afo, hijos de la misma yegua, pero existen evidencias
de logros de 10 prefieces en la misma temporada reproductiva (Camps, 2009).

En consecuencia, la transferencia embrionaria tiene el potencial de aumentar la eficiencia
reproductiva en la hembra equina (Losinno & Pietrani, 2018). De esta manera, los
objetivos de la transferencia embrionaria en yeguas serian producir varios embriones de
la misma yegua durante una sola temporada reproductiva, promover que las yeguas
donantes continuen con su carrera deportiva y lograr embriones de yeguas con lesiones
genitales o enfermedades que les impidan llevar una gestacién a término (Dordas-
Perpinya & Frangois, 2019). La comprobacion de la recuperacion efectiva del embrién se
realiza a través de un examen microscopico estereoscopico del suero recuperado
contenido en el filtro para embriones luego del flushing uterino (Riera, 2009).

En atencion con los antecedentes descritos, ha parecido de interés realizar un estudio
preliminar sobre eventuales cambios vasculares uterinos diagnosticados por ecografia

Doppler color en yeguas gestantes donantes Pura Raza Chilena de manera de confirmar



la presencia embrionaria en el periodo 7 a 9 dias post ovulacion, lo cual confirmaria la
gestacion y daria luces que indicaria si debiera continuar con el flushing uterino hasta la
recuperacion embrionaria.

La pregunta de investigacion del presente estudio es ¢existen cambios vasculares en el
endometrio de yeguas donantes durante los dias 7-9 gestacién asociados a la misma

evaluables por ecografia Doppler Color?



2. OBJETIVOS

Objetivo general
Evaluar el uso de ecografia Doppler en yeguas Pura Raza Chilena gestantes donantes

para determinar presencia embrionaria precoz.

Objetivos especificos
1. Identificar las caracteristicas vasculares en el endometrio de yeguas donantes
entre los dias 7 y 9 de eventual gestacion.
2. Relacionar los cambios vasculares endometriales de yeguas donantes en

presencia de embrion entre los dias 7 y 9 de gestacion.



3. HIPOTESIS

HO
La gestacion no genera cambios vasculares en el endometrio de las yeguas Pura Raza

Chilena donantes entre los dias 7 y 9 de gestacion.

H1
La gestacion genera cambios vasculares en el endometrio de las yeguas Pura Raza

Chilena donantes entre los dias 7 y 9 de gestacion.



4. MATERIAL Y METODO

4.1. Tipo de estudio
El presente corresponde a un estudio de caracter correlacional, observacional vy

descriptivo.

4.2. Material no biolégico

= Xila10, 50 ml, DragPharma ®

» Ecoégrafo portatil X5 SonoScape®, (USA).

= Sonda Foley 2 vias con balén, Cranberry®

= Tubos en, para coleccién de embriones equinos Spike, Minitube®
= Filtro de coleccion de embriones bovinos y equinos, Miniflush®
» Microscopio estereoscoépico, 20x-40x, Konus®

= Suero Ringer Lactato 1000 ml, Sanderson®

= Jabén liquido yoyado 0,8%, Ecolab®

= Jabdn Glicerina liquida, Novel®

» Guantes mangas de palpacion 100 Unidades, ABS®

» Guantes de nitrilo talla M, Tresor®

= Vaselina liquida 1 LT, Qualiti Pro®

= Toalla de papel absorbente interfoliada, Elite®

= Jeringas 5, 10 y 20 ml, Terumo® (Japan).

» Lazo sujeta cola.

= Computador HP®

4.3. Animales

e Yeguas Pura Raza Chilena adultas, multiparas. Los animales se evaluan en la Clinica
Belart, especialista en reproduccion asistida equina, ubicada en la ciudad de Los
Angeles, Region del Biobio (Chile, -37.311 LN, -72.272 LS), durante enero-febrero de
2024. Cada procedimiento es llevado a cabo por la Dra. Javiera Belart Lengerich y la

estudiante Javiera Vivallo Contreras.



e Criterios de inclusién: Yeguas adultas, multiparas, gestantes donantes para
transferencia embrionaria, ya sea por monta natural o inseminacion artificial, cuyos
propietarios acepten participar. Los animales se evaluan de 7 a 9 dias servicio.

e Criterios de exclusion: Yeguas con endometritis, esto debido a que el proceso
inflamatorio de la patologia puede mostrar un aumento de la vascularizacion
evidenciada a través de la ecografia Doppler color (Debertolis et al., 2016). Es posible
diagnosticar a yeguas con endometritis a través de un examen clinico reproductivo,

palpacion rectal y/o ecografia transrectal del utero (Sneider et al., 2018).

4.4. Tamaiho muestral: Criterio de conveniencia 30 yeguas Pura Raza Chilena, esto
debido a que, generalmente, la cantidad de yeguas que llega al establecimiento para
realizar transferencia embrionaria durante los meses de enero-febrero, es
aproximadamente de 40-50 ejemplares, siendo el 30 un numero representativo del grupo
para poder realizar el examen ecografico Doppler Color. Todos los animales son
evaluados luego que sus propietarios o cuidadores leen y firman un consentimiento

informado (Anexos).

4.5. Manejo de la yegua (donante).

4.5.1. Posicionamiento

Primeramente, las yeguas donantes a evaluar se inmovilizan en un brete para su seguro
manejo reproductivo y del operador. Los genitales de las hembras se exponen luego de
sujetar la cola con un lazo y levantar sostenidamente para su examen ecografico. En
caso de que la paciente se encuentre inquieta, estresada, alterada, se emplea un
agonista alfa-2 (xilacina) en dosis necesaria (0,5 mg/kg via endovenosa) (Guzman &

Orozco, 2020) para evitar accidentes tanto para la paciente como para el operador.

4.5.2. Ultrasonido Doppler uterino

Provisto de guantes de nitrilo y una manga de palpacién veterinaria para cubrir la mano
y brazo del operador, y otra manga que cubre el transductor ecografico, se lubrica con
vaselina liquida el brazo y transductor ecografico para ingresar via transrectal y realizar

el examen vascular del utero. El ultrasonido Doppler consiste en la exploracién



sistematica, en arco, donde se realizan movimientos lentos recorriendo todo el aparato
reproductor de la yegua. Estos movimientos son hacia los lados, hacia adelante en todo
el utero y cuernos uterinos, con el objetivo de pesquisar presencia/ausencia en la
vascularizacion del lumen uterino en eventual presencia de un embrion de 7-9 dias de
gestacion, los que se evidencian a través de la ecografia Doppler Color por la gama de
colores que van desde el azul, cuando el flujo de sangre se aleja del transductor, al rojo,

cuando el flujo de sangre se acerca al transductor (Ramirez et al., 2019).

Figura 1.: A: Cambios vasculares uterinos a la ecografia Doppler previo a recuperacidon por flushing. B: Cambios

vasculares uterinos a la ecografia Doppler en posible presencia embrionaria.

7.5HHZ G 82% CFM F 5.0 MHz G 70%
9 X C PRF 1.4kHz
C 11-4-A PRS 3 PRC 3-B-A wzs-‘I

T Ci4 FP M b

Nieto-Olmedo et al., 2020; Ortega-Ferrusola et al., 2022

4.5.3. Recuperacion del embridon

Concluido el examen Doppler uterino, se realiza un lavado minucioso de la zona perianal
y vulvar del paciente, empleando jabdn de glicerina y aclaramiento con agua potable, por
dos veces y, una tercera vez, con jabon yodado al 0,8% y aclaramiento y secado con
papel toalla, procurando una zona higienizada previo al ingreso al utero. A continuacion,
el operador, provisto de una manga veterinaria en el brazo lubricada con vaselina estéril,

introduce en la vagina un brazo de un tubo en Y, que cuenta con un baldn, hasta el cuerpo
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uterino, insuflando 40 ml de aire y traccionandolo de manera de dejar el cérvix
impermeable (Figura 2). En seguida, el utero se lava (flushing) con 1-2 L de solucién
Ringer Lactato a temperatura ambiente de 3 a 4 veces. Completado esto, se evacua el
suero a través de un filtro para embriones. Durante cada lavado el utero es masajeado a
través del recto, lo que facilita que un eventual embridén quede suspendido en el medio

acuoso para la exitosa recuperacion (Gonzalez & Wilde, 2011).

Figura 2: A y B. Posicionamiento de yegua mientras se realiza flushing uterino a través de sonda Folley y tubo en Y.

Clinica Belart. Los Angeles, Chile.

Vivallo, J. 2024

4.5.4. Microscopia estereoscoépica del filtro embrionario
Una vez realizado cada evento de lavado, se extrae el filtro del dispositivo para examinar
mediante microscopia estereoscopica (20X-40X) la eventual presencia de un embrion

(Figura 3), lo cual, de ser positivo, sucede en uno de estos cuatro lavados.
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Figura 3.A y B:. Embriones recuperados a través de flushing uterino vistos por microscopio estereoscopico para

transferencia embrionaria. Clinica Belart, Los Angeles, Chile.

4.5.5 Cambios vasculares y presencia de embrion

Se realiza ecografias Doppler a 30 yeguas donantes Pura Raza Chilena en los dias 7-9
post servicio (monta natural o inseminacion artificial) y se registran las caracteristicas del
flujo vascular uterino en imagenes Doppler color obtenidas por el examen ecografico
transrectal, asociando con la presencia o no del embrion una vez realizado el flushing
uterino. Esto se relaciona por la gama de colores observados en el Doppler Color, en
caso de estar presentes, indica un aumento en el flujo uterino, es decir, la presencia de
la gama de colores segun se acerca o se aleja el flujo sanguineo del transductor, siendo

posible la presencia embrionaria.

4.6. Anadlisis de datos: Se realiza una recopilacion de los siguientes datos:
e Presencia/ausencia de vascularizacién: a través de los colores obtenidos por la
ecografia Doppler Color (Figura 1).

¢ Presencia/ausencia de embrion obtenido a través de flushing uterino (Figura 3).

12



Através de una formula matematica se obtiene un porcentaje de aquellas yeguas que
presenten o no cambios vasculares en presencia o ausencia embrionaria en yeguas
entre los 7-26 afios. Los datos se grafican en Excel para poder visualizarlos. Ademas,
se realiza una evaluacién de la sensibilidad, especificidad y exactitud del método
diagnostico (Tabla 1) con los datos obtenidos, comparando los resultados obtenidos
de la ecografia Doppler (presencia/ausencia de vascularizacion) y la recuperacion

embrionaria (positiva/negativa).
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5. RESULTADOS

5.1 Cambios vasculares pesquisados por ecografia Doppler Color

Se realiza 30 ecografias Doppler color a yeguas Pura Raza Chilena donantes para
transferencia embrionaria, en las cuales el 93,3% (28 yeguas) muestra cambios evidentes
en la vascularizacion a través de la ecografia Doppler Color. Sin embargo, no se observan
diferencias al momento de realizar la ecografia Doppler color entre el dia de realizado el
flushing uterino (7, 8 0 9) ni en la edad de las pacientes, ya que no se presenta mayor

variacion en cuanto a la gama de colores obtenidos.

5.2 Recuperacion embrionaria

Del total de 30 yeguas pura raza chilena donantes para transferencia embrionaria, al
momento de realizar el flushing uterino, posterior examen al microscopio estereoscopico
se obtiene una recuperacion embrionaria exitosa del 83,3%, es decir, 25 yeguas donantes
entre 7-26 afos resultan prefiadas, ya sea por monta directa o inseminacion artificial,

donde 4 de ellas presentan doble embrion.

5.3 Relacién recuperacion embrionaria y ecografia Doppler color.

Una vez obtenidos los datos evaluados por la ecografia Doppler color y la recuperacion

embrionaria, se determina que:

- Un 80% de las yeguas presenta cambios vasculares uterinos evidenciados por la
ecografia Doppler color (Figura 4 y 5A), siendo a su vez, positivas para la
recuperacion embrionaria, lo cual indica que la ecografia Doppler es adecuada para
poder realizar el diagndstico de gestacion precoz entre los dias 7-9 post ovulacion.

- Un 13,3% de las yeguas presenta cambios vasculares uterinos al realizar la ecografia
Doppler color, sin embargo, son negativas a la recuperacion embrionaria, siendo asi,
los resultados clasificados como falsos positivos.

- Un 3,3% de las yeguas no presenta cambios vasculares uterinos al realizar la
ecografia Doppler color, sin embargo, son positivas a la recuperacién embrionaria por
flushing uterino, clasificando los resultados como falsos negativos.
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- Un 3,3% de las yeguas no presenta cambios vasculares uterinos al realizar la

ecografia Doppler Color y son negativas a la recuperacién embrionaria (Figura 5B).

Figura 4. A y B: Cambios vasculares observados a la imagen Doppler Color a través de examen transrectal, momento
previo a recuperacién embrionaria. Clinica Belart, Los Angeles, Chile.

GUAPA 9 DIAS PO-DOBER. ,
~

Belart, J. 2024.

Figura 5. A:. Cambios vasculares en ecografia Doppler color transrectal en yeguas previo a flushing uterino, indicaria
posible presencia embrionaria. B: ausencia de cambios vasculares previo a flushing uterino, lo que indicaria ausencia
embrionaria. Clinica Belart, Los Angeles, Chile.

MORCACHA 11

Autoria propia
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También, se evalua la sensibilidad y especificidad de esta prueba diagnéstica, dando
como resultado un 96% de sensibilidad, un 20% de especificidad, un 83% de exactitud y

un valor predictivo positivo de 86% en base a los resultados obtenidos.

Figura 6. Grafico resumen de los resultados de sensibilidad/especificidad de ecografia Doppler.

M total verdadero/verdadero M total negativo/negativo

total falso negativo total falso positivo

3,30% 13,30%

3,30%

Autoria propia.
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6. DISCUSION

En el presente estudio se evalua el uso de un método de diagndstico de gestacion de
forma precoz, especificamente en un programa de transferencias de embriones en
yeguas Pura Raza Chilena entre los dias 7 a 9 post ovulacion, para asi poder ser utilizado
en el momento previo al flushing uterino y evidenciar la posible presencia de un embrién.
Tal como se sehala anteriormente, las arterias uterinas experimentan una serie de
variaciones en cuanto a su flujo sanguineo, tanto en el ciclo estral como en la gestacion,
las cuales, de lograr identificar durante el examen ecografico en modo Doppler, supone
un punto clave para diferenciar hembras gestantes de aquellas que no lo estan.

Durante la movilidad embrionaria en yeguas, se generan alteraciones vasculares en el
utero causadas por el cambio de posicion del embrion (Silva et al., 2005). Sin embargo,
autores como Ginther (2014), reportan que estas alteraciones no se evidencian hasta
aproximadamente el dia 11-13, siendo contrapuesto con el estudio presente, ya que si se
evidencian alteraciones vasculares entre los dias 7-9 post ovulacion a través de la
ecografia Doppler Color.

Esto genera ser tema de interés los ultimos afos, donde se realizan varios estudios
relacionados a diagnosticar gestacion de manera precoz, tanto en yeguas como en
hembras bovinas. En estas ultimas, al evaluar la funcionalidad del cuerpo luteo y utero
en programas de transferencia embrionaria, se considera la evaluacién del flujo
sanguineo en la arteria uterina con ecografia Doppler como un método fiable para el
diagndstico de gestacion. Esto debido a que varios autores como Herzog y Bollwein
(2007), Plata (2023), Silva (2011), Utt et al. (2009) y Yanez et al. (2022) han encontrado
ciertas diferencias en este parametro entre hembras gestantes, presentando aumento de
la vascularizacion uterina, y hembras vacias, que no presentan cambios vasculares en
los estudios. Considerando lo previamente mencionado, y basandose en los resultados
del presente estudio, se puede proponer la ecografia Doppler color como un método para
diagnosticar gestacion de manera precoz, ya que, efectivamente se logra evidenciar un
aumento del flujo uterino en presencia embrionaria, la cual se confirma al momento de
realizar la recuperacion embrionaria a través del flushing. Por otra parte, las hembras no
gestantes y ciclicas presentan una velocidad de flujo constantemente baja. A medida que

17



se aproxima el dia del estro, la velocidad va en aumento, alcanzando su maximo valor
antes de la ovulacién, mientras que los niveles se ven disminuidos al momento de pasar
a diestro (Bollwein et al., 2000). Lo anterior justifica que en la ecografia Doppler color no
se puedan detectar cambios vasculares en yeguas no prefiadas.

De acuerdo con Nieto-Olmedo et al. (2020), en su estudio de 52 yeguas Pura Raza
Espafola, desde los 2 a 18 afos, es posible evaluar el aumento de vascularidad en
presencia embrionaria en yeguas durante los dias 7-8 post ovulacion. En este trabajo se
observa una recuperacion embrionaria del 75%, con aumento del flujo vascular en las
yeguas prefiadas y uno menor en las yeguas vacias, sin observar diferencias de la
variacion del flujo segun la edad ni la presencia de mas de un embrién. Lo anterior se
debe a la migracion del embridn a través del utero, lo que genera estimulacion de este
organo en su presencia (Bollwein et al., 2003). Asi también, Ferreira et al. (2010), en un
estudio de 18 yeguas evaluadas desde el dia 0-20 post ovulacion, concluyen que se
observan cambios uterinos debido a los cambios que produce la gestacion.

De manera similar a Nieto-Olmedo et al. (2020) y Yanez et al. (2022), el presente estudio
obtuvo una recuperacion embrionaria del 80% en yeguas Pura Raza Chilena, las que,
ademas, presentan un aumento del flujo vascular uterino. Por lo tanto, se acepta la
hipétesis alternativa, debido a que la gestacion si presenta cambios vasculares en el
endometrio a los dias 7 a 9 post ovulacién. También, se observa una diferencia notable
en el aumento de la vascularizacion uterina entre aquellas yeguas que, al momento de la
recuperacion embrionaria, se obtuvo 2 embriones (Figura 5B). Lo cual se puede
relacionar a una estimulacion mucho mas alta del utero y aumento de flujo ante la
presencia de 2 embriones. Sin embargo, esta diferencia podria contrarrestarse en el
estudio de Nieto-Olmedo et al. (2018) donde refiere que no se observaron diferencias
entre la presencia de 1 0 2 embriones.

Una de las limitaciones importantes en este estudio, es que, al realizarse en una clinica
de reproduccién equina, todas las pacientes ingresadas tienen un fin: cumplir con una
prefiez exitosa. Es decir, la reproduccion de las hembras se lleva a cabo a través de
monta natural o inseminacién artificial, para que asi quede gestante (Sadurni, 2020). Por
lo tanto, la posibilidad de que ocurra fracaso de prefiez es muy bajo, lo que influye en el
calculo de la especificidad de esta prueba diagndstica, el cual es de un 20%.
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También, el hecho de que la ecografia Doppler Color es sumamente sensible puede llevar
a la presentacion de errores asociados al estrés. Se sabe que los caballos son animales
muy sensibles, sobre todo al estrés causado por factores ambientales, relacion humano-
animal, temperaturas extremas, olores, sonidos, entre otras (Koscinczuk, 2014). En estos
momentos se produce cortisol en grandes cantidades (Martos & Ayala, 2003), generando
hipertension y aumento del volumen sanguineo a nivel sistémico (Bakris, 2023). A causa
de lo anteriormente mencionado, se podrian observar falsos positivos en la ecografia
Doppler color, es decir, que al realizar este examen se presente aumento de la
vascularizacion en el utero debido al estrés, pero con sin que exista recuperacion
embrionaria. Por lo tanto, para dilucidar una posible explicacién a los falsos positivos, se
propone evaluar los niveles de cortisol en aquellos animales que podrian presentar estrés
debido a distintas causas, el cual tiene una concentracion normal en plasma de 10-20
ug/dL, donde podria verse alterado por factores estresantes (Gonzalez, 2023).

Las lecturas de la ecografia Doppler podrian estar alteradas por las altas temperaturas
ambientales, las cuales influyen en los animales aumentando su temperatura corporal y
la frecuencia respiratoria (Correa-Calderon et al., 2009). Debido a esto, el animal
presenta vasodilatacion periférica para disipar calor y mantener la homeostasis, por lo
cual el aporte sanguineo a los 6rganos como el ttero disminuye (Bernabucci et al., 2010).
En este caso, la ecografia Doppler color podria entregar un resultado falso negativo. Es
decir, que al momento de realizar la prueba no se evidencie aumento del flujo sanguineo
visualizable, pero si puede presentar embrién al momento de realizar el flushing uterino.
Pese a las limitaciones descritas previamente, la ecografia Doppler color es una prueba
de gran sensibilidad diagndstica, en la que se obtienen resultados exitosos al ser utilizada
tempranamente, pudiendo calificarse como un apoyo importante cuando se realiza una
transferencia embrionaria. Lo anterior debido a que, hasta el momento, el unico método
para verificar la presencia embrionaria es realizar el flushing uterino, sin saber si
efectivamente hay un embrion presente al momento de comenzar con el lavado (Sieme
et al., 2018).

19



7. CONCLUSIONES

Segun los resultados obtenidos en el presente estudio al realizar 30 ecografias Doppler
color a yeguas Pura Raza Chilena donantes para transferencia embrionaria, se determiné
que el 80% de las yeguas presenta cambios vasculares uterinos evidenciados por la
ecografia Doppler color, con una recuperacion embrionaria exitosa del 83,3%. Por otra
parte, la sensibilidad de la prueba diagnostica es de un 96%, con una especificidad del
20%, una exactitud del 83% y un valor predictivo positivo de 86%.

Debido a lo anterior, se concluye que la ecografia Doppler Color es un método de
diagnostico fiable para evaluar la gestacion de manera precoz, previo a la recuperaciéon
embrionaria entre los dias 7 a 9 post ovulacion, en yeguas Pura Raza Chilena entre los
7 a 26 afnos.

Se rechaza la hipotesis nula, debido a que, si existen cambios vasculares uterinos en la
gestacion de manera precoz y se cumple, tanto el objetivo general, como ambos objetivos

especificos del presente estudio.
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9. ANEXOS

9.1 Consentimiento informado.

Propietario: RUT:
Domicilio:

Paciente: Especie:
Sexo: Edad:

Quien suscribe, expresa su conformidad y autoriza a JAVIERA VALENTINA VIVALLO
CONTRERAS, alumna tesista de la Universidad San Sebastian y a quien ella solicite
colaboracion, para poder realizar una ecografia Doppler para participar en el estudio de
memoria de titulo denominado “Uso de ecografia Doppler para determinar presencia
embrionaria en yeguas Pura Raza Chilena donantes previo a recuperacion por flushing”.

Declaro que todo dato personal sea anonimo.

Se deja constancia de que la obtencion del examen no implica riesgos ni complicaciones
para el paciente debido a que se considera una manipulacién que genera una ligera

incomodidad en el paciente.

Certifico con mi firma que he leido, comprendido y aceptado la presente

autorizacion.

Nombre y firma del propietario fecha:
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9.2 Tabla 2. Resumen de resultados al momento de realizar la ecografia Doppler

Color.
FLUSHING FLUSHING
PRESENTE AUSENTE
DOPPLER 80% (24) 13.3% (4
POSITIVO
DOPPLER 3,3% (1) 3.3% (1)
NEGATIVO
SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD EXACTITUD VPP
96% 20% 83% 86%
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