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PROLOGO

Nuestra Recompeneéa se encuentra

en el Esfuerzo mée all4 del Resultado

Un Egfuerzo Total es una Victorla Completa
M Gandhi

El presente trabajo de Tesis representa el fruto de un periodo de enorme trabajo oconjunto y
multidisciplinario, realizado con entusiasmo y dedicacién con la finalidad de esclarecer puntos poco
estudiados de la reproduccién en los caninos domésticos. Esta Tesis incluye una parte de experimentos
basicos realizados en caninos machos, que intenta sentar las bases para posteriores estudios aplicados a fin
de permitir una mejora significativa en la eficiencia reproductiva en este género.

También consta de ensayos aplicados llevados a cabo en la hembra canina, sexo en que los aspectos
basicos se encuentran mayoritariamente estudiados. Por este motivo, en la perra la autora ha avanzado en
la puesta a punto de protocolos terapéuticos nuevos para mejorar la eficiencia reproductiva.

La escritura ha sido ordenada en Capitulos a fin de aportar mayor organizacién y claridad que redunde en
una lectura amena por parte del lector. Cada capitulo representa experimentos independientes. Se ha
obviado la descripcion detallada de técnicas y hallazgos rutinarios de metodologias ya reportadas en la
literatura. Por el contrario, se describen con minuciosidad técnicas o conceptos originales.

Se puede decir que el auge que ha tenido la cria de perros de raza en los Gltimos afios hace imperiosa la
necesidad de disponer estudios novedosos en reproduccion canina. La autora confia profundamente en que
esta obra cumplird con tales expectativas, y resultara una guia de ayuda para numerosos estudiantes y
Colegas Veterinarios.
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ESTUDIOS DE PROLACTINA EN EL MACHO Y CLINICO-ENDOCRINOLOGICOS CON
AGONISTAS DOPAMINERGICOS Y ANTIPROGESTAGENOS EN LA HEMBRA CANINA

Palabras clave: canino- prolactina- agonista dopaminérgico- antiprogestageno

RESUMEN

Los estudios de endocrinologia reproductiva basica del macho canino han sido menos desarrollados que
en su contraparte femenina. Ejemplifica esto la escasa informacion existente en prolactina (PRL) sérica en
este sexo. Contrariamente, en la hembra canina la endocrinologia reproductiva ha sido descripta en gran
parte, siendo posible la realizacion de estudios aplicados para el mejoramiento y control de la
reproduccion. Acorde a lo anteriormente expuesto los objetivos de esta Tesis fueron: establecer el rango
de referencia y describir los patrones de secrecion circanual y ultradiano de PRL sérica en el macho
canino. En la hembra canina estudiar, con ensayos controlados de distribucién al azar, la eficacia y
seguridad de la cabergolina en la induccion de ciclos estrales fértiles,- de protocolos combinados de
bromocriptina y prostaglandinas (PG) para interrumpir la gestacion, como asi también del
antiprogestageno, aglepristone, para este ultimo propdésito y en el tratamiento médico de la hiperplasia
endometrial quistica piometra. Adicionalmente, describir el perfil sérico de progesterona (Ps) y las
variaciones de la temperatura rectal durante estos dos ultimos protocolos. El rango de referencia de PRL
sérica en el perro se establecid desde. valores no detectables hasta 6.0 ng/ml, asimismo. se demostr6 la
existencia y se describié un patron de secrecion circanual y pulsatil para esta hormona. En perras, resulto
efectivo y seguro el protocolo con cabergolina para la induccién de ciclos estrales fértiles y el
acortamiento de los intervalos interestro. La combinacion de bromocriptina y PG tuvo una efectividad y
seguridad del 100% en la interrupcién de la gestacion indeseada. En tanto, el aglepristone también resultd
igualmente seguro y eficaz en los protocolos utilizados, encontrandose la temperatura rectal como un
parametro de utilidad para el monitoreo clinico del protocolo de interrupcion de la gestacion mientras que

la P, no present6 variaciones significativas durante los mismos.



PROLACTIN STUDY IN THE MALE AND CLINICAL-ENDOCRINOLOGICAL STUDIES
WITH DOPAMINERGIC AGONISTS AND ANTIPROGESTINS IN THE FEMALE DOG

Key words: canine- prolactin- dopaminergic agonist- antiprogestin

SUMMARY

In male dogs basic endocrine studies have been not fully developed as it was in its female counterpart e.g.
very little information is available on serum prolactin (PRL) in this gender. Conversely, in the female dog
most of the sexual endocrinology has been fully described; being possible to carry out applied trials to
control and improve reproduction. Thus, the objectives of this Thesis were: to establish serum PRL
reference range and to describe the circannual and circadian rhythms of secretion of this hormone in male
dogs. In the bitch, to test by randomized controlled studies the efficiency and safety of the dopaminergic
agonist, cabergoline, in estrous induction, combined protocols of bromocriptine and prostaglandins (PG)
to terminate unwanted pregnancy and for this same purpose the antiprogestin, aglepristone. A combination
of aglepristone and PG for the medical treatment of cystic endometrial hyperplasia pyometra was also
tested. Additionally, to describe progesterone (P;) serum concentrations and body temperature during
these last two protocols. Prolactin reference range for male dogs was established from non detectable
values to 6.0 ng/ml, a circannual and pulsatile pattern of secretion was also described in this gender. In the
bitch, cabergoline showed to be safe and efficient for estrous induction and shortening of the interestrous
intervals. The combination of the dopaminergic agonist, bromocriptine, and PG resulted 100% safe and
efficient. in pregnancy termination. Furthermore, aglepristone, was equally successful in the protocols
used, being body temperature a good parameter for clinical assessment of treatment. Conversely, P4 did

not have significant variations throughout the protocols.



INTRODUCCION GENERAL

La cria de perros de raza es una actividad en pleno crecimiento mundialmente. Surge con ello la necesidad
de encontrar técnicas y protocolos terapéuticos innovadores que garanticen un incremento en la eficiencia
reproductiva acorde a las demandas del mercado. Nuestro pais no se halla ajeno a ello, y es asi que el
namero de criaderos de razas puras ha ascendido significativamente en nuestro medio, constituyéndose de
este modo, en un area de produccion animal de rentabilidad probada tanto en grandes ciudades como en

zonas semi- rurales.

Como contrapartida, la poblacién exacta de perros vagabundos en la Argentina no es bien conocida, sin
embargo se estima que asciende a mas de 5 millones, siendo insuficiente el control de la sobrepoblacién
de caninos con o sin propietario, representando un grave problema sanitario y social (1, 7, 9). Asimismo,
debido a que esto también es un problema mundial, se esta trabajando activamente en contracepcion en
esta especie en el ambito internacional (2). No obstante, no existen aiin tecnologias practicas, econémicas,
seguras y eficaces para tal fin (2).

Tanto para el mejoramiento de la eficiencia como para el control de la actividad reproductiva resuita
esencial el conocimiento de la fisiologia reproductiva de esta especie. Los estudios de la endocrinologia
reproductiva del macho canino han sido mucho menos desarrollados que en su contraparte femenina y
restan ain por describir aspectos basicos de la misma Ejemplifica lo anteriormente expuesto la escasa

informacion existente de la hormona prolactina (PRL) en este sexo.

La PRL es una hormona peptidica producida por la adenohipofisis que tiene relevancia reproductiva en los
carnivoros. En los caninos no domésticos, la disminuciéon de PRL durante el invierno quita el bloqueo de
las funciones gonadotroficas e induce el estro y el parto 2 meses mas tarde (8). Por lo tanto, el periodo de
cria de la camada coincide con la maxima produccion de PRL en ambos sexos. La PRL también
disminuye las tensiones sociales dentro de la jauria y asegura el cuidado de los cachorros, tanto por las
hembras como por los machos (8). Si bien existe evidencia de que 1a PRL puede inducir comportamiento
paterno en los lobos (3), los perros domésticos no mantienen dicho comportamiento. Sin embargo, se cree
que podrian existir rittos estacionales de PRL que influencien la agresividad o la sumision en los perros

machos,



Contrariamente, en la hembra canina la endocrinologia reproductiva bésica ha sido descripta en gran parte,
posibilitando la realizacién de estudios aplicados para el mejoramiento y control de la reproduccion.
Queda pendiente ain la puesta a punto y la descripcion de los mecanismos endocrinolégicos de accién de
diversos protocolos terapéuticos que permitan arribar a estos propésitos. Ejemplos de protocolos que
contribuyan al mejoramiento y control reproductivo en la perra incluyen los de induccién de ciclos
estrales, interrupcion de gestacion no deseada y tratamiento médico de piometra.

La induccion farmacolégica de ciclos estrales fértiles representa fundamentalmente una importante
necesidad de mercado debido al normalmente largo periodo de interestro de esta especie (5). Los periodos
sin camadas de cachorros disponibles para la venta resultan, frecuentemente, antieconémicos para el
criador. De este modo, la posibilidad de induccion de ciclos estrales en una época favorable para la venta
resultaria util, marcando de este modo la diferencia entre un manejo rentable de otro que no lo es.
Ademas, la induccidn de estros fértiles resulta imprescindible cuando se desea emplear técnicas de
reproduccién asistida. Sin embargo, 1a induccién de ciclos estrales no se ha difundido ampliamente en esta

especie por la escasa eficacia de 1a mayoria de los protocolos hormonales propuestos hasta el momento.

El complejo hiperplasia endometrial quistica pidmetra es una grave enfermedad progesterona-dependiente
del Gtero de la perra, que representa una gran amenaza en hembras empleadas para 1a cria. El tratamiento
tradicional de esta entidad es quirirgico mediante ovariohisterectomia. Este procedimiento seiiala
indefectiblemente, el final de la vida reproductiva de 1a hembra, situacion especialmente frustrante cuando
se trata de una perra reproductora. Surge asi 1a necesidad de poner a punto y conocer €l mecanismo de
accion de tratamientos médicos eficaces, que permitan evitar la cirugia en hembras de elevado valor

genético que padezcan tal enfermedad, preservando asi su potencial como reproductoras.

La terminacion de 1a gestacién no deseada es, en la perra, un problema frecuente de la clinica veterinaria
diaria. Asimismo constituye una forma de prevenir la reproduccion descontrolada en hembras de refugio o
callejeras en las que no se han usado otros métodos contraceptivos oportunamente (6). La interrupcion
farmacologica de la gestacion convencional con estrogenos, si bien ha sido lamentablemente muy
utilizada, por sus efectos colaterales no ha tenido una gran aceptaciéon en medicina veterinaria (4). Con
ello surge la necesidad de poner a punto y conocer el mecanismo de accion de un protocolo efectivo y
seguro, que conserve el potencial reproductivo de la hembra intacto y desde luego no comprometa su
salud general.



Con el convencimiento de la necesidad de contribuir al esclarecimiento de la problemética anteriormente

expuesta, los objetivos generales del presente trabajo de Tesis incluyeron los enumerados a continuacion:

° Establecer perfiles séricos de PRL en caninos machos

° Evaluar, clinica y endocrinolégicamente nuevos protocolos terapéuticos para el control y el

mejoramiento reproductivo en los caninos hembras
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CAPITULO1

RANGO DE REFERENCIA DE PROLACTINA SERICA
EN EL MACHO CANINO

Introduccién

La prolactina (PRL) es una hormona peptidica producida por las células lactotropas de la glindula
pituitaria anterior. Aunque se han propuesto muchas funciones reproductivas en los camivoros de ambos
sexos (7) es escasa la informacion sobre PRL en perros machos. En los testiculos, el ARNm del receptor
de PRL se expresa no solamente en las células de Leydig sino que también lo hace en la primera capa del
epitelio seminifero (9), sugiriendo que la secrecién de PRL puede afectar directamente la esteroidogénesis
y la espermatogénesis. Se sabe que en el hombre la hiperproduccion patologica de PRL mhibe 1a funcion
testicular gonadal y endocrina (11). En el perro la administracion de PRL una vez por semana durante 6
meses ocasiond azoospermia reversible (12). En los machos caninos, esta hormona puede también tener
un papel facilitador de la hiperplasia prostatica inducida por esteroides (16) y en lobos 1a PRL induce el
comportamiento paterno (1). Los perros domésticos, parecen no conservar dicho comportamieto, pero se
cree que la agresividad o la sumision puede estar influenciada por la PRL (4).

Se desconoce el rango de referencia normal de PRL sérica en perros machos y 1a mayoria de lo descrito
sobre esta hormona en 1a especie canina, fue realizado en perras (3, 5, 6, 15).

Para la evaluacién clinica y experimental es importante conocer el rango de referencia en este sexo,
sirviendo como parametro de normalidad (2). De lo anteriormente expuesto, surgio el objetivo especifico
de este capitulo que consisti6 en establecer el rango de referencia de PRL sérica en los caninos machos.



Materiales y Métodos

Animales

Sesenta y cinco caninos machos, enteros, mestizos y de raza (11 Beagles y 41 Ovejero Aleman) de 5+2.1
afios y 10 a 35 kg se incluyeron en este estudio. Todos los perros poseian dueilo, estaban sanos y vivian en
un habitat mixto externo ¢ interno. Todos los propietarios firmaron un consentimiento para incluir a sus

perros en el estudio.

Muestreo sanguineo

Las muestras sanguineas para la determinacion de PRL sérica fueron tomadas durante los meses de agosto
y de septiembre en el domicilio de los animales por venopuncion periférica directa (cefalica/ safena/

yugular) con el menor estrés posible.

Ensayo hormonal

La PRL sérica fue determinada por un analisis enzimo inmunométrico (Milenia, DPC®, Bad Nauheim,
Alemania) el cual fue previamente validado (8). Los coeficientes de variacion (CV) intra e inter ensayo
fueron de 5.3 y 8.7, respectivamente. El limite mas bajo de deteccioén al 95% de union (sensibilidad) fue
de 0.4 ng/ml.

Andlisis estadistico

Se realiz6 una estadistica descriptiva para las concentraciones de PRL sérica (n = 68; ng/ml) y se calcul6
el rango de referencia como la media + 2 SD (2). Los valores de PRL de los perros fueron analizados por
ANOVA. El modelo matematico incluy6 los efectos principales de la raza (Beagle- Ovejero Aleman-
mestizo) y de la edad (joven [ < 2 afios de edad | - adulto [ > 2 y < 7 aflos de edad ] - viejo [ > 7 afios de
edad ]). Adicionalmente se realizaron contrastes ortogonales para probar diferencias entre las razas y
grupos de edad. Para una mayor descripcion de los datos, se hizo un andlisis de correlacion entre la edad

de los perros (ailos) y las concentraciones de PRL (ng/ml).



Resultados

La concentracion de PRL sérica (mediatSD) en la totalidad de los animales estudiados (n=65) fue de
2.740.2 ng/ml, estableciéndose el rango de referencia para esta hormona desde valores no detectables
hasta 6.0 ng/ml. Se hallaron diferencias significativas entre las 3 razas, siendo las concentraciones séricas
de PRL en los perros Beagle estadisticamente mas altas que en los mestizos y los Ovejero Alemén (p<
0.05, Figura 1). El efecto de la edad no fue significativo en este grupo de animales y no se encontrd
tampoco correlacion significativa entre las concentraciones séricas de PRL y la edad de los animales.

Discusién

La proporcién de razas incluidas en el estudio fue representativa de la distribucién de la poblaciéon canina
de nuestro pais, en donde el Ovejero Alemén y los mestizos se encuentran entre los perros mas numerosos
en la préactica clinica, mientras que los Beagles tienen relevancia experimental mundiaimente. Por lo tanto,

se garantiza la extrapolacién de los resultados aqui obtenidos a condiciones clinicas y experimentales.

Los valores medios de PRL sérica fueron mds bajos que los ya reportados en perros machos (6, 12). Estas
diferencias pueden ser debidas al ensayo usado o a la genética de los animales. Las diferencias en las

concentraciones de PRL plasmatica son bien conocidas entre cepas de ratones (13, 14).

En un estudio previo, en el cual se usaron cuarenta y nueve perros machos de diferentes razas y edades, no
se hall6 ningin cambio relacionado con la edad para las concentraciones séricas de estradiol, de
testosterona ni de gonadotrofinas (10). De acuerdo a los resultados del presente estudio, la misma
situacién pareceria ser valedera también para la PRL en este sexo. Asimismo, se hallaron diferencias
significativas entre las razas empleadas, de lo que se desprende que se debe tener precaucion al extrapolar
los resultados de PRL sérica entre los caninos machos de las diferentes razas.
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Figura 1: Concentracién de PRL sérica media + SEM (ng/ml) de 65 perros machos enteros mestizos y de
raza pura. Las barras sobre las columnas representan los valores de SD. Las concentraciones de PRL
sérica en perros Beagles fueron significativamente diferentes de las de los mestizos y Ovejero Alemén
(p < 0.05), esto se indica en la figura con diferentes simbolos.
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CAPITULO 11

ESTUDIO DE LOS PATRONES DE SECRECION CIRCANUAL DE PROLACTINA SERICA EN
EL MACHO CANINO

Introduccién

El estudio de los ritmos biolégicos permite afirmar que los procesos fisiologicos sufren en el tiempo
variaciones periodicas regulares y previsibles. No tener en cuenta estas variaciones considerando el
tiempo, como dimension experimental, significa obtener mediciones que solo representen un promedio de
valores con un amplio margen de error (16). En la mayoria de los vertebrados, las funciones
neuroendécrinas se organizan en ciclos regulares de diversa periodicidad. Asi, los ciclos de 12 meses se
conocen con €l nombre de ritmos circanuales. Los patrones de secrecion de las hormonas se regulan
principalmente de manera endogena, annque estin también bajo influencia ambiental (2). La secrecion de
prolactina (PRL) estad bajo el control inhibitorio tonico de neuronas dopaminérgicas hipotalamicas y la
accion estimulante de los estrogenos, con un nimero de otras honmonas hipotalamicas desempeiiando
también un papel modulador (6, 19).

Las variaciones estacionales de temperatura y fotoperiodo tienen influencia en el ritmo circanual de las
especies de reproduccion estacional (4, 10, 12, 20). Asi, un componente circanual de PRL fue descrito en
4 perros machos y 4 hembras mestizas que vivian al aire libre en un estudio realizado en el hemisferio
norte (13). Desde un punto de vista practico, el conocimiento del ritmo secretor de una hormona permite,
como se dijo anteriormente, el asesoramiento comecto de la funcion endocrina. Asi, las muestras
apropiadamente obtenidas en los diversos meses del afio pueden proporcionar indicadores dinamicos itiles
de la funcion hipotdlamo-pituitaria, tanto para la investigacion como para la practica clinica.

Por lo antedicho, el objetivo particular del presente capitulo consistié en describir en perros machos del

hemisferio sur los patrones de secrecion circanual de PRL sérica
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Materiales y Métodos

Animales

Se incluyeron en este estudio seis perros machos sanos, enteros, mestizos, de 1 a 9 afios de edad, de 10 a
35 kg. Los animales, vivian en caniles al aire libre por 1o menos un afio antes de que el estudio comenzara,
se alimentaron con alimento comercial para perros, y disponian de agua ad libitum. Todos los animales

fueron acostumbrados previamente al procedimiento de Ia toma de muestras sanguineas.

Lugar geogrdfico

El estudio fue realizado en la ciudad de la Plata (latitud 34° 55 ' Sur, longitud 57° 17' Oeste), 56 km Sur -
Este de Buenos Aires, Argentina. La duracién del dia varia en aproximadamente 10 horas en invierno a 14
horas en verano. Durante los estudios los animales permanecieron en sus lugares habituales (caniles al aire
libre).

Muestreo sanguineo

Las muestras sanguineas para la determinaciéon de PRL fueron colectadas entre las 10:00 horas y las 11:30
horas una vez por mes durante 1 afio, desde el mes de diciembre hasta el mes de noviembre del siguiente
afio. Las muestras sanguineas se colectaron con el minimo estrés posible por venopunciéon periférica
directa (safena/ cefalica/ yugular) y se centrifugaron a 4.000 rpm durante 15 minutos. El suero fue
separado y almacenado a -20°C hasta el analisis hormonal.

Ensayo hormonal

La PRL sérica fue determinada por un ensayo comercial homoélogo enzimoinmunométrico que fue
validado previamente (15). Los coeficiente de variacion (CV) intra e inter ensayo fueron de 5.6 y 8.9,
respectivamente. El limite mas bajo de deteccion al 95% de binding (sensibilidad) fue de 0.5 ng/ml. Todas

las muestras de cada animal fueron analizadas en una sola corrida para evitar la variacién infer ensayo.
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Andlisis estadistico

Los perfiles de PRL fueron analizados por ANOVA. El modelo matemético incluyé el efecto principal del
mes y se analizaron también con el mismo modelo, los meses agrupados segiin su semejanza en la
cantidad de horas luz del dia (meses con mayor [noviembre, diciembre, y enero}, menor [mayo, junio y
julio] y media [febrero, marzo, abril] cantidad de horas de luz natural. Las concentraciones de PRL vy el
nimero de¢ horas luz, fueron también analizados por correlacion,

Los datos obtenidos fueron expresados como media + SEM y el nivel de significancia se fij6 en p < 0.05.

Resultados

Cuando todas las muestras fueron consideradas (n=72) las concentraciones de PRL (media+tSEM) fueron
de 1.7 + 0.2 ng/ml. Las concentraciones de PRL sérica no resultaron estadisticamente diferentes entre los
distintos meses del afio cuando se consideraron estos en forma individual. Sin embargo, los 3 meses con la
mayor cantidad de horas luz (noviembre, diciembre, y enero) tuvieron concentraciones significativamente
mas altas de PRL que los 3 meses con la menor cantidad de horas luz (mayo, junio y julio) (2.31 % 0.37
vs. 0,96 + 0.37, p < 0.01; Figura 1). También una correlacion baja aunque significativa, fue hallada entre
la cantidad de horas luz y las concentraciones de PRL (0.24, p < 0.05; Figura 2).

Discusién

En el presente estudio se encontr6 un ascenso de las concentraciones de PRL sérica con el aumento de las
horas de luz hasta alcanzar valores pico en los meses de verano. Por otro lado, se hallaron las
concentraciones m4s bajas para esta hormona en el otofio e invierno temprano.

Estos resultados hallados fueron opuestos en los meses del afio a los encontrados en 4 perros machos (13)
y en cénidos no domésticos (14) en el hemisferio norte. La diferencia leve encontrada en los meses de
méxima PRL entre los hemisferios se podria explicar por las diferentes latitudes en estos dos estudios {45
Norte aproximadamente para el estudio de Kreeger (13, 14) vs. 35° Sur para el nuestro]. Asi, como era
esperado, un patrén estacional similar aunque opuesto en meses parece existir en ambos hemisferios.
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En el perro doméstico la interaccién exacta entre la PRL y el fotoperiodo no se conoce pero muy
probablemente podria ocurrir que la secreciéon de melatonina por la glandula pineal en las horas de
oscuridad inhiba la liberacion de PRL por las vias dopaminérgicas (8). Asi, la luz decreciente disminuye la

secrecion de PRL mientras que la luz creciente ocasionaria concentraciones méaximas de esta hormona.

Los resultados de estudios sobre la reproduccion en perros domésticos y el fotoperiodo son conflictivos.
La estacion y la duracion de la luz del dia no mostraron influencia en la incidencia del estro en 2 estudios
(3, 17). Sin embargo, las perras que vivian en medio ambiente externo parecian mantener una cierta
estacionalidad en el inicio del estro en un estudio posterior (7). Estrictamente, el control fotoperiédico del
estro se ha demostrado claramente solo en la raza Basenji (9). La estacion del afio también ha mostrado
tener cierto efecto en la concentracién de espermatozoides del eyaculado, con una concentracion mas baja

bacia fines del verano (18). También en la secrecién de hormona luteinizante y de testosterona en los

perros machos (5).

La funcion de un ritmo circanual de PRL en perros es desconocida, siendo probable que el ritmo de PRL
tenga cierto efecto en el apareamiento en esta especie (11). En especies de caninos no domésticos, la
disminucion de PRL durante el invierno quita el bloqueo de las funciones gonadotréficas e induce el estro
y el parto 2 meses mas tarde (14). Por lo tanto, el periodo de cria de camadas coincide con la maxima
produccion de PRL en ambos sexos. Esta hormona también disminuye las tensiones sociales dentro del
grupo de animales y asegura el cuidado de los cachorros tanto por las hembras como por los machos (14).
Si bien existe evidencia de que la PRL puede inducir comportamiento paterno en los lobos (1), los perros
domésticos no mantienen este comportamiento paterno. El ritmo circanual de PRL en los caninos
domésticos podria ser heredado del lobo aunque funcionalmente alterado con la domesticacidn.
Permanece por dilucidar si estos ritmos estacionales de PRL influencian la agresividad o la sumision en
los perros machos. Se concluye que la PRL tiene una ritmicidad circanual en perros machos del hemisferio

sur.
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Figura 1: Media de las concentraciones de PRL de muestras de sangre colectadas una vez por mes de 6
perros machos enteros durante un afio. Las barras sobre las columnas representan los valores de SEM.

Los meses por debajo de la linea fueron significativamente diferentes (p <0.01).
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Figura 2: Correlacion entre las horas luz y la concentracién de PRL sérica de los animales de la Figura 1.



CAPITULO 1

ESTUDIO DE LOS PATRONES DE SECRECION ULTRADIANOS DE PROLACTINA SERICA
EN EL CANINO MACHO

Introducciéon

El estudio de un fenémeno biolégico exige que se responda no sélo a los interrogantes donde y como, sino
también a la pregunta cudndo. Se define como ritmos circadianos a aquellos que ocurren en un periodo
aproximado de 24 horas, mientras que ritmos ultradianos se consideran a los ciclos que ocurren con
frecuencia menor que una vez al dia (9). Se acepta arbitrariamente que la secrecion de todas las hormonas
adenohipofisianias, ocurre de manera pulsatil. Este patrén pulsatil se considera un importante componente
del mecanismo de secrecion neuroendocrino (1, 10). Asimismo, el patron ultradiano de liberacion de las
hormonas adenohipofisiarias involucra principalmente sefiales derivadas del hipotalamo que actian sobre
las células pituitarias, siendo moduladas alternativamente por factores pituitarios paricrinos y autocrinos,
y sistémicamente por un mecanismo de retroalimentacion hormonal. Comparado a lo descrito sobre
prolactina (PRL) en humanos y ratas, es muy poco lo que s¢ conoce acerca de las caracteristicas de
secrecion de PRL en los caninos. La elevacion de los niveles de PRL plasmatica ha sido reportada en
perras preiiadas y clinicamente pseudopreiiadas (4, S, 11, 13). Asimismo, no se encontro ritmo circadiano
alguno para la PRL en perras en anestro (3, S), siendo reportado un perfil pulsatil de secrecion de PRL en
perras Beagle en anestro y diestro (7). Resta alin por describir el patron ultradiano de PRL en caninos
machos.

Desde un punto de vista practico, el conocimiento de ritmos secretores de PRL es importante, pues el
asesoramiento correcto de la funcion endocrina debe considerar la variabilidad de las concentraciones
hormonales en sangre de muestras apropiadamente obtenidas en diversas horas del dia.

El objetivo del estudio del presente capitulo radicé en caracterizar el ritmo ultradiano de PRL sérica en el
canino macho, en una ventana de tiempo de 6 horas.
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Materiales y Métodos

Animales

Cinco perros machos de raza Beagle de una colonia experimental, de 8+2 afios y 12 a 14 kg de peso
fueron incluidos en este estudio. Los animales vivian desde mas de un afio antes de realizar el estudio en
caniles externos, la alimentacion consisti6 en alimento balanceado comercial y agua ad libitum. Todos los

animales fueron acostumbrados previamente al procedimiento de la toma de muestras sanguineas.
Muestreo sanguineo

El presente estudio fue realizado durante el mes de agosto. Las muestras sanguineas se colectaron con el
minimo estrés posible por venopuncion periférica directa (safena/ cefélica/ yugular). La duracion del
estudio fue de 6 h y los intervalos entre muestras de 15 minutos (n = 24 muestras/ perro) comenzando con
la primer toma de muestras a las 7:00 horas y la ultima a las 13:00 horas. Las muestras sanguineas se
centrifugaron a 4,000 rpm durante 15 minutos. El suero fue separado y almacenado a -20°C hasta el

analisis hormonal.

Ensayo hormonal

La PRL sérica fue determinada por un andlisis enzimo inmunométrico (Milenia, DPC®, Bad Nauheim,
Alemania) el cual fue previamente validado (12). Los coeficientes de variacion intra e inter ensayo fueron
de 5.3 y 8.7, respectivamente. La sensibilidad al 95% de pegado fue de 0.4 ng/ml. Todas las muestras de

un animal dado fueron determinadas en una misma corrida para evitar la variacion infer ensayo.

Andlisis Estadistico

El perfil de secrecion de 6 horas de PRL fue analizado por medio del programa Pulsar (8). El programa
identifica picos secretores mediante la altura y la duracion desde una linea basal aplanada, usando el
desvio estandar (SD) como factor de escala. Los parametros de corte G1-G5 % se fijaron en 3.98, 2.40,
1.68, 1.24, y 0.93 veces el SD del ensayo como criterio para aceptar picos de 1, 2, 3, 4 y 5 puntos de
ancho, respectivamente. La hora aplanada fue fijada en 3 h. El peso asignado a los picos fue de 0.1. Los
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valores A, B y C del programa, usados para calcular la varianza del ensayo fueron fijados en A=-0.07,
B=3.97, y C=5.66. Los valores extraidos del an4lisis incluyeron la media de la linea basal aplanada
(ng/ml), la frecuencia del pulso (picos en 6 horas), la amplitud media del pulso (ng/ml), la duracién
(minutos) y el area bajo la curva (AUC) (ng/ml * 6 hora) sobre el nivel cero. Se realizd estadistica
descriptiva para el andlisis de estos valores. Los resultados de ambos estudios fueron expresados como la
media +SEM y el nivel de significancia se fij6 en p < 0.05.

Resultados

Durante el estudio la PRL se caracteriz6 por una linea basal fluctuante con ocasionales elevaciones
distintivas que indicaban una secrecién pulsatil (Figura 1). En el perro namero 5 la media de PRL basal,
el AUC, la frecuencia y la amplitud de los pulsos resulté significativamente distinta a las del resto de los
animales, por lo tanto este perro fue excluido de los analisis (Figura 1). La media de Ia concentracién
basal de PRL sérica fue de 1.4 + 0.6 ng/ml y la del AUC fue de 9.9 + 2.7 ng/ml * 6 horas. La frecuencia
de pulsos de PRL fue de 1 a 2 picos en 6 horas y la duracién de cada pulso se extendié de 15 a 75 minutos
(media+SEM 45 + 11), en tanto que la amplitud de los mismos fue de 2.4 a 1.7 ng/ml (media+SEM 1.7+
0.4).

Discusion

Segin lo esperado, los resultados demostraron que la PRL sérica es secretada de una manera pulsatil en el
canino macho tal como ha sido reportado previamente en las hembras (7). La linea basal media suavizada
en este estudio resultd similar a la reportada previamente en un estudio ultradiano corto en perros machos
(2). Este parametro tanto como Ia amplitud de los pulsos fueron levemente mas bajos que en un trabajo de
pulsatilidad realizado en 4 perras en anestro durante 12 horas (7). Por otro lado, la frecuencia y la duracién

de los pulsos resultaron, en proporcion en el presente trabajo, similares al de las perras en anestro (7).

Cuando se compararon los presentes resultados con las mismas perras muestreadas durante el diestro (7)
las diferencias con los machos fueron mucho mas importantes. En humanos, las caracteristicas de la
pulsatilidad de la PRL son similares entre las mujeres post-menop4usicas y los hombres (6). Una situacion

similar parece ocurrir entre perras en anestro y perros machos.



23

Incluso en el perro nimero 5, en el cual se halld altas concentraciones de PRL, se encontr6 pulsatilidad
asimismo aumentada en referencia a los otros perros. En el hombre, una de las causas més frecuentes de
hiperprolactinemia es el macroprolactinoma, donde la pulsatilidad se altera claramente (14). El perro
numero 5 se encontraba clinicamente sano y no se le habia administrado previamente ninguna medicacion.
La causa de la hiperprolactinemia en este perro no fue esclarecida ya que no se realiz6 ningin estudio
complementario.

Se concluy6 que la secrecion de PRL sérica presenta un patréon pulsatil de secrecion el cual debe

considerarse al momento de realizar la evaluacién hormonal en caninos machos.
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Figura 1: Patr6n ultradiano de secrecion de PRL sérica individuales en 5 perros Beagles machos durante
una ventana de tiempo de 6 horas. Las muestras sanguineas fueron tomadas con intervalos de 15
minutos. Los asteriscos muestran pulsos significativos calculados con el programa Pulsar. La escala

para el perro mimero S fue ampliada.
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CAPITULO IV

INDUCCION DE CICLOS ESTRALES EN LA PERRA CON EL AGONISTA
DOPAMINERGICO CABERGOLINA

Introduccién

La perra, a diferencia de otras especies domésticas y de laboratorio posee un ciclo estral bifasico que se
caracteriza por la lenta progresion de cada una de sus fases (8). Especificamente, un anestro largo y
obligado resulta en intervalos entre ciclos estrales de hasta 11 meses (3, 8). Por lo tanto, el acortamiento
del intervalo interestro (IIE) e induccién de ciclos estrales fértiles es frecuentemente requerido en perras
utilizadas para la cria. Algunas de las indicaciones para acortar el IIE incluyen las fallas en la realizacion
de servicios o bien de concepcidn en ciclos estrales previos, como asi también, evitar la sincronizacion
natural de los ciclos en criaderos, a fin de obtener cachorros para la venta a lo largo de todo el afio.
Ademas, en la perra, al igual que en otras especies, es necesario ejercer cierto control sobre el ciclo estral

para poder aplicar cualquiera de las técnicas de reproduccién asistida.

En los caninos ha sido particularmente dificil el disefio de protocolos confiables de induccion de ciclos
estrales fértiles, debido a que los factores neuroendécrinos que regulan la terminacién del anestro y el
inicio de un nuevo ciclo no se conocen totalmente (4). Los mayores avances en este campo han sido
experimentales, encontrandose que los agonistas dopaminérgicos pueden regular la duracién del IIE en

esta especie (4, 7, 20, 23).

Los agonistas dopaminérgicos tales como la bromocriptina y la cabergolina son derivados del comezuelo
del centeno que actian directamente sobre los receptores pituitarios dopaminérgicos para modificar la
sintesis y la liberacién de prolactina (PRL) por las células pituitarias (9, 12, 15). La cabergolina tiene
pocos efectos secundarios, y posee una mayor duracion de accién y potencia que otros agonistas
dopaminérgicos (9). El mecanismo exacto de accion por el cual los agonistas dopaminérgicos pueden
iniciar un ciclo estral no estd del todo claro; sin embargo, las hipétesis incluyen un efecto estimulante

directo sobre el eje gonadal, y menos probablemente, un efecto periférico a nivel ovérico (10, 11, 13).
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En un estudio inicial en 23 perras que cursaban con anestro prolongado se les administré un derivado de la
ergolina, el FCE 21336. Todas las hembras tuvieron estro dentro de los 12 dias de tratamiento, y 12 de las
14 perras apareadas quedaron prefiadas (1). En otro estudio, la cabergolina se administré a un grupo de
perras en dosis de 5ug/kg, cada 24 horas durante 14 dias comenzando 4.5 a 6 meses posteriores al estro
anterior, & fin de compararias con un grupo placebo. Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas en los IIE entre los dos grupos (16). En otro estudio més reciente, la misma droga y dosis
fue administrada a partir del dia 30 después del pico de hormona luteinizante (LH) hasta 2 dias después
del inicio del proestro en 5 perras Beagle. La reduccién en el IIE fue de 216 a 66.5 dias en 4 de las 5
perras tratadas, sin embargo ninguna de las perras qued6 prefiada luego del servicio (14). Contrariamente,
en un estudio que inclufa un grupo placebo, se trataron 15 perras Beagle con el mencionado protocolo de
cabergolina comenzando en anestro temprano (dia 93 a 108), medio (dia 123 a 156), y tardio (dia 161 a
192), resultando un IIE més corto y mas sincronizado en 14 de las perras cuando se las compard con el
grupo placebo. Doce de los 15 animales tratados quedaron preiladas luego del apareamiento, y parieron

cachorros normales (24).

Actualmente, son escasos los datos disponibles respecto del uso de cabergolina para este propo6sito, a
excepcién de los disponibles en un pequefio numero de perras Beagle de laboratorio (10, 21). Por lo tanto,
el propésito de este capitulo fue proporcionar informacion con respecto a la eficacia y la seguridad del uso
de cabergolina en la induccion del estro y el acortamiento del IIE en perras de diversas razas en

condiciones controladas de campo.

Materiales y Métodos

Animales

A veintitrés perras de propietarios privados, de 2 a 5 afios de edad, clinicamente sanas, de razas puras
(Labrador Retriever [ n=1 ], Dogo de Bordeos [ n=1 ], Beagle | n=1 ], San Bernardo [ n=1 ], Rottweiler |
n=1 ], Collie [ n=1 ], Cocker Spaniel [ n=2 ], Basset Hound [ n=2 ], Boxer { n=5 ], y Dogo Argentino [
n=8 ]) se les determiné el estadio del anestro con la finalidad de incluirlas en este estudio. El estado de
anestro se establecié de acuerdo a los resultados obtenidos en el estudio de la citologia vaginal y la
vaginoscopia, y fue confirmado por las concentraciones séricas de progesterona (P4; < 1.5 ng/mL; 3, 8).
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Las perras permanecieron en sus criaderos durante el periodo de estudio. Todos los propietarios firmaron

un consentimiento para incluir a sus animales en el ensayo.

Protocolo

Se registraron en todas las perras 2 IIEs consecutivos (n=46). El IIE se defini6 como el periodo entre el
primer dia de proestro (signos de edematizacién vulvar y descarga sanguinolenta vaginal, 8) de un ciclo
estral al primer dia de proestro del ciclo siguiente (8, 19). Después del dia 100 del comienzo del segundo
proestro, se administr$ a todas las perras cabergolina (Galastop; CEVA-VETEM, Francia) en dosis de 5
ug/kg, oral cada 24 horas con el alimento comenzando en anestro temprano (n=11), medio (n=10), y
tardio (n=2) hasta 2 dias después del inicio del proestro inducido. En todas las perras se considerd
arbitrariamente de 90 dias la duracién de la sumatoria de las fases folicular y latea (3, 8). El momento del
anestro fue calculado para cada perra restando los 90 dias al IIE anterior y dividiendo los dias restantes en
tres, definiendo al primero, segundo y tercer tercios como anestro temprano, medio, y tardio,

respectivamente.

Durante ¢l ciclo inducido con cabergolina todas las perras fueron apareadas en forma natural. El momento
del servicio se baso exclusivamente en el comportamiento de estro de las hembras. Durante el periodo en

estudio se registraron eventuales efectos secundarios a la administracion de cabergolina.

Citologia Vaginal

Para el seguimiento del desarrollo folicular de los ciclos inducidos se realizé el estudio de la citologia
vaginal diario desde el inicio del proestro hasta el diestro en la totalidad de las hembras. Los preparados se
realizaron segiin Corrada 2001 (5), y se tifieron empleando una coloraciéon modificada de May Griinwald
Giemsa (Biopur SRL, Argentina).

Ensayo Hormonal

A todos los animales del grupo tratado y control se les tom6 una muestra sanguinea por venopuncion

periférica a las 3 semanas del estro inducido para determinacion de P, sérica a fin de confirmar la
ovulacion (P, > 5 ng/mL, 8). La P, sérica fue realizada por radioinmunoanalisis usando un ensayo



comercial de fase sélida (Coat-A-Count, DPC; Los Angeles, CA). La sensibilidad al 95% fue de 0.1
ng/mL, y los coeficientes de variacion intra e inter ensayo fueron de 4.9% y 7.6%, respectivamente.

Andlisis Estadistico

Los dias de IIE de los periodos previos al tratamiento (n=23) y tratados (n=23) fueron analizados por
ANOVA. El modelo matematico incluyé el efecto del tratamiento. Se realiz6 un anélisis de correlacién
entre el periodo de anestro (temprano, medio y tardio) en el que se empezd el tratamiento y el nimero de
dias requerido para inducir el proestro. Se calcul6 la proporcién de hembras que tuvieron ciclos normales
(fase folicular y ovulacion, 8), gestacién, y efectos adversos gastrointestinales. Los datos se expresaron
como la media + SEM y el nivel de significancia se fij6 en p < 0.05.

Resultados

Los IIEs del periodo tratado con carbergolina fueron significativamente més cortos que los no tratados
(184 + 4.5 versus 239 + 4.5, respectivamente; P<0.01). El promedio del nimero de dias desde la iniciacién
del tratamiento con cabergolina hasta el comienzo del proestro fue de 21.4 + 2.9 dias (LSM + SEM) con
un rango de 2 a 48 dias. El promedio + SEM de la duracion del tratamiento con cabergolina en anestro
temprano, medio y tardio fue de 27.4 +3.7, 17.6 + 3.8, y 5 + 3 dias, respectivamente. Una perra Cocker
Spaniel, que al inicio del tratamiento se encontraba en anestro medio, necesitd 77 dias de tratamiento para
comenzar el proestro; por lo tanto, esta perra fue considerada como marginal, y no fue incluida dentro de
los célculos (Tabla 1). Se hallé una correlacion significativa entre el estadio del anestro en el que se
iniciaron los tratamientos y 1a duracién de los mismos (P < 0.01). Los tratamientos iniciados en anestro

temprano requirieron méas dias para inducir proestro que aquellos iniciados en anestro tardio.

Todos los ciclos estrales inducidos con cabergolina (23/23), basados en la citologia vaginal y en la
confirmacién de la ovulacion, fueron normales. La duracion y caracteristicas fisicas de estos ciclos fueron
similares a los de los ciclos estrales espontineos pre-tratamiento. Diecinueve de los 23 ciclos estrales
inducidos con cabergolina (82.6%) fueron seguidos de prefiez y las hembras parieron camadas cuali-
cuantitativamente normales (Tabla 1). Tales ciclos exitosos ocurrieron en 9/11, 9/10, y 1/2 de las perras
inducidas en anestro temprano, medio, y tardio, respectivamente. Durante €l periodo de estudio en las
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perras tratadas con cabergolina no se observé ninguno de los trastornos gastrointestinales reportados
previamente para esta droga (9).

Las 3 perras Dogo Argentino y 4 de manto bayo (2 Boxer, 1 Bull Terrier y 1 Dogo de Burdeos)
presentaron cambios en el color del pelo a partir del dia 14 del tratamiento que persistieron hasta después
del parto. Las perras bayas se tornaron amarillentas mientras que en las Dogo Argentino aparecieron

pequeiias manchas negras.

Discusion

La induccion y el control de los ciclos estrales son a menudo utiles para los criadores como asi también
para la aplicacion de técnicas de reproduccion asistida. La mayoria de las investigaciones sobre este topico
han sido realizadas s6lo en condiciones experimentales de laboratorio con perras de raza Beagle. Estas
perras de experimentacién podrian tener caracteristicas fisiolégicas reproductivas unicas para su raza. Por
otra parte, los caninos de laboratorio viven generalmente en grandes colonias, un tipo de vida
absolutamente diferente al de la mayoria de los animales domésticos con propietarios particulares. Si bien
el uso de animales de experimentacion permite el control de muchas de las variables, la extrapolacion de
resultados a animales de otras razas o a condiciones de campo, puede no ser valedera. Por lo tanto, el
proposito de este estudio fue probar la eficacia y la seguridad de la cabergolina para el acortamiento del
IIE en condiciones de campo controladas utilizando diversas razas caninas. Se han reportado previamente
diferencias significativas en la duracioén del IIE entre las razas (2, 3, 19) como asi también dentro de una
misma raza (3). Debido a ello y para reducir la gran variabilidad entre los animales en este estudio, cada

perra fue utilizada como su propio control.

Los resultados de este ensayo fueron similares a reportes previos realizados en animales de laboratorio,
demostrando que el uso de cabergolina es un método eficaz para inducir estro y acortar el 1IE en perras de
diversas razas (6, 24). No obstante, discrepan con un reporte previo en el cual no se obtuvo reduccién del
IIE luego de igual tratamiento (16). Sin embargo, en ese reporte la duracién del tratamiento con
cabergolina fue fijado en 14 dias por lo cual pudo haberse imposibilitado una respuesta apropiada,

especialmente para aquellas perras en las cuales se inicid temprano en el ciclo estral (16).
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En otro estudio, la misma dosis de cabergolina fue usada en 3 perras de diversas razas, tomando 12, 27, y
28 dias hasta la aparicion del ciclo estral (21). Esto se compara favorablemente con la media de
tratamiento de 21.4 dias requeridos en este ensayo clinico.

La duracion del tratamiento con cabergolina en este estudio en las 3 etapas del anestro fue levemente mas
prolongada que un reporte previo realizado en Beagles. En dicho trabajo, la aparicién del proestro
comenzando igual tratamiento en anestro temprano, medio, y tardio tomé 20+5, 1446, y 6+2 dias (24).
Estas diferencias podrian reflejar variaciones en respuesta al tratamiento dependiente de las razas
utilizadas. Sin embargo, en ambos estudios cuanto mas tarde en el anestro se comenz6 el tratamiento,

menos que la cantidad de dias que se requirieron para inducir el proestro (24).

Todos los ciclos estrales inducidos con el tratamiento de cabergolina fueron considerados normales, segiin
los resultados de la citologia vaginal y la confirmacion de la ovulacién. Asimismo, los porcentajes de
gestacion fueron similares a las tasas de preiiez obtenidas en reportes previos, los cuales variaron de 85.7
al 93% (16, 24). Debido a que en el presente estudio el manejo del servicio se basd sOlo en el
comportamiento del estro, la falla de prefiez en 4 de las perras no se pudo atribuir completamente a fallas
del tratamiento. La falla de prefiez encontrada en un estudio previo en el cual el tratamiento se inici6 30
dias posteriores al pico de LH, probablemente se debié al insuficiente tiempo para que acontezca la

involucién uterina normal del ciclo anterior (14).

En contraste con los leves efectos secundarios gastrointestinales reportados previamente para la misma
dosis de cabergolina, en el actual ensayo no se observé ningin efecto secundario digestivo (16, 24). La
administracion de cabergolina con el alimento pudo haber atenuado cualquier trastorno intestinal,

marcandose esta diferencia.

Se deduce que el cambio de color del manto en algunas perras durante el periodo tratado fue el resultado
de la administracién de cabergolina. Se especula que podria estar mediado por la inhibicion de la
secrecion de hormona melanocito estimulante por la administracién del agonista dopaminérgico (17, 18,
22). Esto podria explicar Ia aclaracién reversible del color del pelo experimentado por las perras bayas,
resultando mas dificil de explicar los cambios producidos en las Dogo Argentino.

Se concluye que la administracion de cabergolina en dosis de 5 pg/kg, oral cada 24 horas durante el
anestro fue un método eficiente, seguro, y facil para la induccion de ciclos estrales fértiles normales y para
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disminuir el IIE en este grupo de perras de diversas razas. El agonista dopaminérgico cabergolina, puede

proporcionar un método de confianza para mejorar la eficiencia reproductiva. Son aiin necesarios estudios
adicionales para garantizar cualquier posible efecto sobre la salud general debido al uso repetido de
cabergolina.
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Caso

Raza Eded Pre- Post-tratamiento Momento del Duracién del Ciclo estral Prefiez
Neo. (afos) tratamiento I1E! HE' anestro de inicié del tratarlento’ normal post
tretamiento (dias) cabergoling
1 Dogo Argentino 2 189 130 Temprano 25 Si Si
2 Dogo Argentino 3 196 144 Temprano 27 Sf Si
3 Dogo Argentino 4 180 131 Temprano 11 Si Si
4 Dogo Argentino 4 188 130 Temprano 13 St St
s Dogo Argentino 3 207 140 Temprano 15 Si Si
6 Dogo Argentino 4 188 140 Temprano 17 Si Si
7 Dogo Argentino 2 165 144 Temprano 4 Si Si
8 Rottweiler 3 330 210 Temprano 43 St Si
9 Dogo de 3 270 177 Temprano 48 Si Si
Burdeos
10 Beagle 4 200 146 Temprano 35 Si No
1t San Bernardo 3 180 142 Temprano 24 Si No
12 Cocker spaniel 5 298 260 Medio 77 Si Si
13 Boxer 3 330 250 Medio 13 8i No
14 Boxer 3 263 190 Medio 33 Si Sf
15 Boxer 4 212 191 Medio 26 S{ S(
16 Boxer 4 300 196 Medio 31 Si Si
17 Boxer 5 400 300 Medio 28 Si Si
18 Basset hound 4 180 145 Medio St Si
19 Basset hound 3 184 155 Medio Si Si
20 Collie 3 300 240 Medio Si Si
21 Dogo Argentino 4 150 127 Medio 11 Si Si
22 Cocker spaniel 3 300 272 Tardio 2 Si No
3 Labrador 3 305 297 Tardio Si St
retriever

" Cabergolina (Galastop; CEVA-VETEM, Francia): dosis de 5 pug/kg, oral cada 24 horas

t IIE= intervalo interestro

Tabla 1: Descripcion y resultados de la induccién de estro con cabergolina” en 23 perras de diferentes
razas durante diferentes periodos del anestro.
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CAPITULO V

ESTUDIO ENDOCRINOLOGICO Y CLINICO COMPARATIVO DE PROTOCOLOS COMBINADOS
CON AGONISTAS DOPAMINERGICOS Y PROSTAGLANDINAS EN LA INTERRUPCION DE LA
GESTACION NO DESEADA DE LA PERRA

Introduccién

En la perra la interrupcion de la gestacion no deseada es un problema frecuente en la clinica veterinaria diaria. Se han
reportado diversos protocolos de estrogenos para terminar la gestacion, sin embargo no han sido ampliamente
aceptados debido a sus graves efectos secundarios. En referencia a esto, los estrogenos pueden causar hiperplasia
endometrial quistica e hipoplasia de médula 6sea (1, 8).

Las prostaglandinas (PG) F2o tienen efecto luteolitico y abortivo en la perra (2) inhibiendo la sintesis de
progesterona (P4) por activaciéon de la proteinkinasa-C y apertura de los canales de Ca™ ocasionando apoptosis
celular (11, 16, 19). Si bien la perra, en comparacién con otras especies domésticas es mas resistente a los efectos
luteoliticos de las PG, es particularmente susceptible a sus efectos secundarios. Por lo tanto, los protocolos de PG
requieren generalmente un considerable mimero de aplicaciones que ocasionan frecuentemente salivacion, vomitos,
diarrea, hiperpnea y ataxia (9, 17). El dinoprost (Enzaprost-F®, Syntial, Argentina) se encuentran disponibles para el
uso en pequefios animales en la mayoria de los paises. En tanto, los analogos sintéticos de PG incluyendo el
cloprostenol (Estrumate®, Schering Plough, Argentina), se encuentra disponible comercialmente solo para el uso en
grandes animales. Los analogos sintéticos, en comparacion con las formas naturales tienen la ventaja de poseer un
mayor efecto luteolitico con menor incidencia en el muasculo liso, por lo cual pueden ser utilizados en dosis mucho
mas bajas con menores efectos colaterales (6, 9)

Han sido reportadas recientemente diferentes combinaciones de PGF2a y agonistas dopaminérgicos para interrumpir
eficientemente la gestacion a partir del dia 25 del pico de hormona luteinizante sin los efectos secundarios del
tratamiento con estrogenos (14, 15, 20). Ha sido sugerido un efecto sinérgico para estos 2 grupos de drogas en la
disminucion de los niveles de P4 (15). Las PG tienen una accion directa, mientras que los agonistas dopaminérgicos
actian indirectamente en el cuerpo liteo por inhibicién de su hormona luteotrofica principal: la prolactina (3, 12,
13). Sin embargo la mayoria de los estudios reportados han sido realizados en un namero limitado de perros Beagle
de experimentacion (14, 15)



Entre los agonistas dopaminérgicos se pueden mencionar a la bromocriptina y la cabergolina. Sin bien la.cgberggl_in&
es mds potente y segura que la bromocriptina, su indicacion rutinaria esta a menudo restringida por su cosio QMO
(5). Por lo tanto, el interés de este capitulo radico en probar y comparar la eficacia y seguridad de 2 pﬁtbcolos
combinados de bromocriptina y 2 diferentes PG en casos clinicos.

Materiales y métodos
Animales

Veinticinco perras sanas con prefiez no deseada, mestizas y de raza, de 1 a 11 afios de edad, y un peso de 5 a 28 kg
fueron incluidas en los protocolos de interrupcion de gestacion. Siete perras prefiadas con las mismas caracteristicas
de las anteriores fueron utilizadas como grupo control durarnte el periodo de estudio.

Procedimiento

La confirmacion o la ausencia de prefiez fue diagnosticada ecograficamente a partir del dia 25 del primer servicio en
todas las perras (Hitachi EUB 415, modo B/M, transductor de 7.5 MHz, 18). El momento del servicio fue utilizado
como aproximacién de la edad gestacional. Las perras prefiadas se asignaron aleatoriamente a uno de los siguientes

tratamentos:

°  Tratamiento 1 (TRT1; n = 12): se les administré una combinacion de dosis ascendentes del bromocriptina y
dinoprost (Tabla 1)

°  Tratamiento 2 (TRT2; n = 13): recibieron una combinacién de igual dosis de bromocriptina y de cloprostenol
luego de diluirlo en solucion salina fisiologica (Tabla 1).

Para el experimento se fabricaron comprimidos de bromocriptina de 100 pg cada uno. Ambos tratamientos se
continuaron hasta la terminacion de la prefiez (aborto o resorcién) confirmada por ultrasonografia. Luego de la
interrupcion, se prosigui6 con igual dosis de PG durante 2 dias mas. Las hembras control (n=7) no recibieron ningin
tratamiento.

Monitoreo ultrasonogrdfico
Las perras fueron monitoreadas ecogréificamente (Toshiba Core Vision Pro, Shimoishigami, Otawara-Shi, Tochigi-

Ken, Japan, transductor de 3.7 o 5 MHz microconvex) dia por medio hasta la interrupcion de la prefiez y luego a las
48 horas. Las perras control fueron monitoreadas con la misma frecuencia hasta el parto y luego a los 2 dias.
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Se realiz6 la medicion y registro de los didmetros de los sacos gestacionales, latidos cardiacos y anatomia de los
fetos y restos placentarios (10). La resorcién fue definida como la muerte de todos los embriones o fetos, con
disminucion del volumen de la ampolla fetal, fallo cardiaco y homogeneizacion de las estructuras embrionarias o

fetales. Se consider6 aborto cuando se visualizo 1a expulsion de los fetos y/o posterior vacuidad uterina (10, 15).

Andlisis estadistico

Se calcul6 la proporcién de perras prefiadas luego del servicio y el éxito de los tratamientos (terminacion de la
prefiez). Los dias de tratamiento requeridos hasta la interrupcién fueron analizados por ANOVA. El modelo
matematico incluy6 el efecto principal del tratamiento. La frecuencia de las perras que tuvieron efectos secundarios,
y cambios de la glandula mamaria (agrandamiento/secrecion lactea) fueron analizados por analisis de datos
categoricos. Para caracterizar mejor el ensayo, la edad gestacional fue también correlacionada con los dias de
tratamiento requeridos para la induccién de resorcion o aborto. Los resultados se expresaron en media + SEM. El

nivel de significancia estadistica se fij6 en p< 0.05.

Resultados

Veinticinco de las 34 perras examinadas se diagnosticaron con prefiez positiva (73.6%) del dia 25 a 42, mientras que
en las otras 9 (26.4%) el diagnéstico fue negativo. El éxito del tratamiento fue del 100% en ambos grupos tratados.
Las perras control tuvieron resultados ultrasonograficos normales a través de la gestacion y parieron camadas
normales (Tabla 2). Los dias requeridos de tratamiento para interrumpir la prefiez no presentaron diferencias
significativas entre los tratamientos TRT1y TRT2 (5.0 £ 0.6 vs. 3.7 £ 0.6, respectivamente).

Asimismo se extendieron en un rango de 3 a 10 dias para el TRT1 y de 1.5 a 10 dias para el TRT2. El aborto fue
precedido por una secuencia de eventos similares a los que suceden durante el parto normal. Una perra del grupo
TRT2 presentd un aborto fraccionado, es decir, aborté parcialmente el dia 3 y totalmente el dia 10 del protocolo
(perra nimero 16). Cuando se analizaron ambos tratamientos juntos, el analisis de correlacion entre la edad

gestacional y los dias de tratamiento fue de -0.35 (p = 0.08).

Los efectos secundarios estuvieron solamente presentes en las perras del tratamiento TRT1, mientras que en el grupo
TRT2 no se registraron (p<0.01). Los efectos secundarios del TRT1 aparecieron 30 minutos después de la inyeccion
del dinoprost y se extendieron no mas de 45-50 minutos. Estos consistieron en vOmitos, nduseas, arcadas e
hiperventilacién, fueron leves y no ocasionaron la interrupcién del tratamiento en ninguno de los casos. Al finalizar
los protocolos la secrecion de leche por la glandula mamaria estuvo presente en 3/12 y 6/13 de las perras del TRT1 y
del TRT2, respectivamente.
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Algunas perras tuvieron pseudoprefiez de duracion e intensidad similar a la cursada en ciclos estrales anteriores. En
3/12 y 2/13 de los mismos grupos presentaron sélo agrandamiento mamario. La interrupcion de la gestacion fue
seguida por descarga vulvar muco-sanguinolenta durante 3 a 10 dias, con involucién uterina normal en todos los
casos a las 48 horas.

Discusién

La terminacion de la gestacion no deseada en la perra es un problema en la mayoria de los paises porque no se
dispone de métodos suficientemente efectivos y seguros para realizarla. En un estudio se encontré una ausencia de
gestacion en el 60% de las perras que habian sido servidas accidentalmente (4). Mas del 25% de las perras
examinadas inicialmente para ser incluidas en el presente estudio no resultaron prefiadas. Esta diferencia con el
reporte anterior se podria explicar por el diferente nimero de servicios recibido por cada perra. Sin embargo, ambos
estudios demuestran claramente que el tratamiento para la interrupcion de la gestacion se debe planificar y llevar a
cabo sblo después de realizar el diagnostico positivo de prefiez.

Los protocolos combinados de agonistas dopaminérgicos - PG permiten reducir la dosis de PG y por lo tanto también
sus efectos secundarios. Aunque fue utilizada comparativamente una dosis mas baja de bromocriptina, los resultados
del presente estudio (eficacia 100%) estan en linea con un ensayo anterior en 5 perras Beagles de laboratorio en las
cuales se utilizé un protocolo similar (15). Incluso con una dosis mas baja de cloprostenol, en el presente trabajo se
obtuvieron los mismos resultados que en otro reporte (20). La combinacion de dinoprost y de bromocriptina
administrados durante 5 dias tuvo una falla del 100% en 6 perras en ese ultimo reporte (20). Esa diferencia con los
presentes resultados utilizando la misma dosis de PG enfatiza la importancia de la extensién de los tratamientos hasta

alcanzar el efecto deseado (interrupcion de la gestacion) en lugar de utilizar un protocolo de tiempo fijo.

Aunque no hubo diferencias significativas entre ambos protocolos, el protocolo TRT2 resulto ser mas corto. Ademas,
la dificultad para encontrar una correlacion negativa significativa entre la edad gestacional y los dias de tratamiento
radicé probablemente en el mimero de perras incluidas en el ensayo, pues se observd una clara tendencia en ese
sentido. A nivel experimental, se ha reportado que cuanto mas avanzada se encuentra la gestacion menor cantidad de
dias se requieren para su interrupcion. Asimismo, la prefiez avanzada se asocia con aborto méds que con resorcion
(14). En concordancia, en el presente estudio se hallé6 una tendencia al aborto en las gestaciones avanzadas. Si bien
para los dueflos la resorcion resulta generalmente mucho mas aceptable que el aborto, este ultimo fue raramente
observado por los propietarios debido la ingestion inmediata del material abortado por parte de las hembras. Se
especula que en la perra 16 la causa del aborto fraccionado podria haber sido provocado por una disminucién inicial
transitoria de la P,
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La presencia de vomitos se asocia generalmente a los tratamientos con la administraciéon de bromocriptina, pero en
este estudio los efectos secundarios se relacionaron con el dinoprost (12). La administracién de la dosis exacta,
obtenida mediante el uso de comprimidos especialmente manufacturados para el experimento, el esquema de dosis
ascendentes y la administracion con el alimento pudieron haber prevenido los efectos secundarios digestivos. Estos
efectos del dinoprost fueron transitorios y especificamente los vomitos no fueron productivos al administrar la PG
lejos de las comidas. En linea con un reporte previo, ninguno de los efectos secundarios se asocié con la baja dosis
administrada cada 48 horas del cloprostenol (15).

La aparicion de pseudoprefiez después de los tratamientos en algunas perras predispuestas se podria explicar por un
aumento abrupto en las concentraciones séricas de prolactina ocasionadas por la disminucion de la P, inducida por el
tratamiento (7).

Los presentes resultados demuestran que estos protocolos combinados son eficientes, no comprometen la salud
general de las perras, y pueden ser realizados cuando se cuenta con el diagnostico positivo de gestacion. Por otra
parte, el protocolo de cloprostenol se podria utilizar facilmente sin necesidad de internacion de los pacientes. La
bromocriptina es administrada via oral por los duefios y las aplicaciones de PG se realizan cada 2 dias luego de los
controles ultrasonograficos. Excepto en la perra con el aborto fraccionado, ninguna hembra requirié mas de 3 visitas
a la clinica. Se concluye que este protocolo de cloprostenol representa una altemnativa segura y eficaz para

interrumpir gestaciones no deseadas en la perra.
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TRTI TRT2

Dia Bromocriptina Dinoprost Dis Bromocriptine Cloprosteaol

1% dia 15 pg/kg 0.1 mg/kg cada 24 homs SC 1% dia 15 pg/kg oral con las 1pg/kg SC lejos do las
oral con las comidas lejos de las comidas comidas comidas

2% dia 20 ng/kg 0.15 mg/kg cada 24 horas SC 2% dia 20 pg/kg oral con las S
oral con las comidas lojos do lns comidas comidas

3" dia 20 ug/kg 0.2 mg/kg kg cada 24 homas SC 3“dia 20 ug/kg oral con las 1pug/kg SC lejos de las
oral con las comidas lejos de las comidas comidas comidas

Restantes dias 30 pg/kg 02 mg/kg kg cads 24 horas SC Restantes dias 30 pg/kg oral con las Ipg/kg SC dia por modio

oral con las comidas lejos de las comidas comidas Tejos de las comidas

Tabla 1: Protocolos terapéuticos de los grupos de tratamientos 1 (TRT1) y 2 (TRT2) utilizados en 25 perras para
interrupcion de la gestacion



Perra Tratamicato Dias del primer servicio  Dias de tratamiento Aborto/ Glindula mamaria Efectos secundarios
Resorcién
1 TRTI1 30 4 Aborto Normal Si
2 TRTI 40 35 Aborto Normal 8i
3 TRTI 30 38 Aborto Normal Si
4 TRT! 30 7 Resorcidn Normal 8i
5 TRTI 28 9 Resoroitn Agrandamiento Si
6 TRTI 40 3 Aborto Secrecion lactea Si
7 TRTI 39 3 Aborto Agrandamiento Si
8 TRT1 30 6 Aborto Secrecitn lictea Si
9 TRTI 30 10 Resorcién Normal Si
10 TRTI 29 5 Resorcitn Normal Si
11 TRT1 42 S Aborto Secrecidn lactea Si
12 TRT1 42 3 Aborto Agrandamiento Si
13 TRT2 38 4 Aborto Secrecitn Jictea No
14 TRT2 30 4 Resorcién Normal No
1s TRT2 40 3 Aborto Secrecitn Lictea No
16 TRT2 40 3 Aborto No
16 40 10 Aborto Secrocion lactea No
1?7 TRT2 29 4 Aborto Secrocion lictea No
18 TRT2 36 L5 Aborto Agrandamiento No
19 TRT2 29 3 Resorcion Agrandemiento No
20 TRT2 45 2 Aborto Normal No
21 TRT2 30 2 Aborto Normal No
2 TRT2 40 2 Aborto Normal No
23 TRT2 42 2 Aborto Secrecion lactea No
24 TRT2 39 3 Aborto Secrecion licten No
25 TRT2 36 6 aborto Normal No
26 co 25 0 Gestacion Gestacién Ne
27 co 30 0 Gestacion Gestacién No
28 Cco 35 0 Gestacién Gestacién No
29 co 40 0 Gestacion Gestacién No
30 co 28 0 Gestacion Gestacién No
31 co 32 0 Gestacion Gestacién No
32 co 38 0 Gestaciom Gestaciom No

Tabla 2: Resultados individuales de los animales de la Tabla 1
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CAPITULO V1

ESTUDIO ENDOCRINOLOGICO Y CLINICO DEL ANTIPROGESTAGENO AGLEPRISTONE
PARA LA TERMINACION DE LA GESTACION NO DESEADA EN LA PERRA

Introduccion

En la perra, 1a progesterona (P,) desempeiia un importante papel en el establecimiento y mantenimiento de
la gestacion (4). Los antiprogestigenos son esteroides sintéticos que se unen con gran afinidad a los
receptores de la P, sin desencadenar ninguno de los efectos de la hormona nativa. En las perras, se han
estudiado 2 antiprogestigenos: el mifepristone (RU 486) y el aglepristone (RU 534) (8). En mujeres
embarazadas, el mifepristone es capaz de interrumpir la gestacion temprana en el 80% de los casos sin
ningun efecto secundario importante (3).

En tanto, el aglepristone es un antiprogestigeno desarrollado recientemente para uso en el mercado
veterinario especificamente. Esta droga se halla disponible en varios paises europeos y algunos
latinoamericanos. En la perra, el aglepristone compite con 1a P, por los receptores uterinos con un indice
de fijacién 3 mayor que el de la propia hormona endogena (11). En un estudio se utilizd aglepristone en
dosis de 10 mg/kg SC 2 veces separadas por 24 horas para interrumpir gestacion en perras desde el dia 15
a 55 del servicio. El tratamiento temprano (< dia 25) dio lugar a 1a resorcién en todos los animales
tratados, mientras que la administracion tardia (> dia 26) indujo aborto dentro de los 7 dias de tratamiento
en ¢l 96 % de los casos (5). El aborto fue asociado a signos clinicos caracteristicos de parto y descargas
vaginales durante 3 a 5 dias después de la interrupcion. El monitoreo clinico de estos amimales durante
mis de 18 meses no reveld ninguna secuela del tratamiento (5).

En otro estudio, se describié el perfil hormonal durante igual tratamiento con aglepristone en 7 perras con
prefiez temprana no confirmada (<15 dias luego de la ovulacion) y 7 perras con prefiez media (32.0 + 1.5
dias luego de la ovulacion) comparandolas con 2 perras control. En ese reporte no se modificaron las
concentraciones plasmaticas de P, prostaglandina, oxitocina, ni cortisol dentro de las primeras 24 horas



de la administracién del antiprogestigeno (4). No existe en la actualidad, ningiin pardmetro clinico de facil
obtencién para el seguimiento de estos protocolos de interrupcién de gestacion.

Adicionalmente en nuestro pais, como en muchos otros, existe una insuficiente experiencia con esta droga
debido fundamentalmente a la falta de disponibilidad de la misma en el mercado veterinario.

El objetivo del presente capitulo consistio en probar la eficiencia y la inocuidad del antiprogestageno
aglepristone en la terminacién de la gestaciéon no deseada en perras bajo condiciones controladas de
campo. Secundariamente, describir el perfil sérico de P, y de la temperatura rectal antes, durante y

después del tratamiento con el antiprogestageno.

Materiales y métodos

Animales

Catorce perras sanas con prefiez no deseada de menos de 45 dias, mestizas y de raza, de 1 a 6 afios, y de 5
a 30 kg se incluyeron en este ensayo. La prefiez fue confirmada ecograficamente (Toshiba Core Visién
Pro, Shimoishigami, Otawara-Shi, Tochigi-Ken, Japan, transductor de 3.7 o 5 MHz microconvex, 12) a
partir del dia 25 del primer servicio en todas las perras incluidas. El momento del servicio fue utilizado
como aproximacion de la edad gestacional. Todos los propietarios firmaron un consentimiento para incluir

a sus animales en el estudio.

Protocolo farmacoldgico y seguimiento clinico

Las perras se asignaron aleatoriamente a uno de los siguientes grupos:

° Tratamiento (TRT; n=9): 2 dosis de 10 mg/kg SC cada 24 h de aglepristone (Alizine, VIRBAC,
Francia)

°  Control (CON; n=5): no recibieron ningin tipo de tratamiento.

En la totalidad de los animales se evaluo6 la temperatura rectal. En el grupo TRT se realizé cada 8 horas
comenzando antes de la primera aplicacion del aglepristone hasta 32 horas posteriores a la observacion
clinica de la interrupcion de la gestacion (aparicion de descargas vulvares y/o aborto de fetos). En el grupo

control se realiz6 con igual frecuencia durante 10 dias desde el momento del diagnéstico de gestacion.



45

En todas las perras se control6 diariamente la aparicién y la duracién de descargas vulvares, como asf
también potenciales cambios de conducta o efectos secundarios desde el diagnéstico de gestacion hasta 2

semanas luego de la interrupcién o del parto en los grupos TRT y CON, respectivamente.

Monitoreo ultrasonogrdfico

A las 72 horas de la interrupcion clinica de la gestacion todas las perras del grupo TRT fueron
monitoreadas ultrasonograficamente (Toshiba Core Visién Pro, Shimoishigami, Otawara-Shi, Tochigi-
Ken, Japan, transductor de 3.7 o 5 MHz microconvex). La interrupcion clinica se definid con la aparicion

de uno o de varios del los siguientes signos: descargas vulvares, comportamiento similar al parto, aborto o

descenso > 1 C° de la temperatura rectal.

La resorcion ecografica se consideré como la muerte de todos los embriones o fetos, con disminucion del
volumen de la ampolla fetal, fallo cardiaco y homogeneizacién de las estructuras embrionarias o fetales.
Del mismo modo, se defini6 aborto cuando se visualizé vacuidad uterina (9, 10).

Muestreo sanguineo y dosaje hormonal

Inmediatamente antes de empezar cada tratamiento (dia 1), en el momento de la interrupcion clinica de la
gestacion y a las 72 horas de la misma se tomaron muestras sanguineas en la totalidad de los animales para
determinacion de la concentracién sérica de P4. Las concentraciones de P, fueron determinadas por un
radioinmunoensayo de fase solida (Coat-A-Count, DPC; Los Angeles, CA). La sensibilidad al 95% fue de

0.1 ng/ml y los coeficientes de variacion intra e inter ensayo fueron de 5.1 y 8.8, respectivamente.

Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados por ANOVA para la concentraciéon de P, sérica y temperatura rectal en las
perras tratadas. Se realiz6 un analisis de datos categéricos para la frecuencia de perras que alcanzaron el
éxito del tratamiento (interrupcion de la prefiez) y efectos colaterales relacionados al tratamiento. El
modelo matematico incluyé el efecto del tratamiento (TRT vs CON). Para mayor descripcion de los datos,
la edad gestacional y los dias requeridos de tratamiento fueron examinados por andlisis de correlacion.
Los datos fueron expresados como la media + SEM vy el nivel de significancia fue fijado en p < 0.05.



Resultados

El éxito del tratamiento fue del 100%, interrumpiéndose la preilez por resorcion (n= 6) o aborto (n= 3) en
todas las hembras tratadas (Tabla 1), mientras que las perras del grupo control llevaron adelante la
gestacion y parieron camadas normales (p < 0.01). Los dias necesarios para interrumpir la gestacion
variaron de 2 a 7, representando para las perras que abortaron una media 2.3 + 0.3 dias y para las que

tuvieron resorcion de 4.3 + 0.7 dias.

No se observaron efectos colaterales locales ni sistémicos en ninguno de los pacientes, salvo una descarga
vulvar serosanguinolenta durante 3 a 7 dias pos interrupcién, en todos los casos. Los abortos fueron
precedidos por signos similares a los del parto. Tres de las perras presentaron agrandamiento mamario con
secrecion lactea luego del tratamiento (Tabla 1).

Se determiné una correlacion negativa entre los dias requeridos para la terminacion de la prefiez y la edad
gestacional en la que se iniciaron los tratamientos (-0.6, p < 0.05). La temperatura corporal descendi6 a
menos de 37.5°C en el grupo TRT 16 horas antes de la observacién clinica de la interrupcion de la
gestacion para luego retornar paulatinamente a valores normales dentro de las 24 horas posteriores a la
misma (Figura 1). En las hembras CON, la temperatura rectal permanecié estable a lo largo de todo el
periodo monitoreado. Las concentraciones séricas de P, no presentaron variaciones significativas a lo
largo del muestreo realizado en el grupo TRT, observandose, igualmente, una leve tendencia al descenso
(Figura 2).

Discusién

La eficacia obtenida en este ensayo estd en linea con un estudio previo en el cual se utilizd igual dosis y
esquema de administracion de aglepristone para interrumpir gestacion en perras (5). En dicho estudio, se
observo irritacion en el punto de inyeccién del aglepristone. En discordancia, en el presente estudio no se
observo ese efecto local, siendo dificil de explicar estas diferencias. En concordancia con los presentes
resultados, en un reporte mas reciente (4) las concentraciones de P, séricas 24 horas luego de Ia
administracion de igual protocolo de aglepristone no se modificaron (4). La interrupcion de la gestacién
en ambos trabajos ocurrié en presencia de elevados niveles séricos de P4 reafirmando el efecto periférico

uterino del antiprogestageno.
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Tal como se esperaba de acuerdo a trabajos previos con otras drogas (7), en el presente ensayo se hall6
una tendencia al aborto cuando el tratamiento se inicia en prefiez media o tardia y resorcién cuando se
inicia en gestacién temprana. Del mismo modo, cuanto més avanzada la gestacion, menos dias se
requirieron para su interrupcion. El agrandamiento mamario y presencia de secrecion lactea observado en
3 perras después del tratamiento podria ser debido al aumento abrupto en las concentraciones séricas de
prolactina ocasionado por el bloqueo repentino de la P, inducido por el tratamiento (2, 4, 6).

El descenso de la temperatura corporal previo a la interrupcion de la gestacion pareceria imitar, aunque de
manera mas abreviada, los cambios endocrinolégicos que ocurren durante la paricion normal en la perra,
en la cual la reduccion de la temperatura rectal ocurre unas 10 a 24 horas previas al parto (1, 2). En este
estudio, el descenso de la temperatura rectal registrado 16 horas previas a la observacion clinica de la
interrupcion de la gestacion resulta dificil de explicar en presencia de una progesteronemia con escasa
variacion. Se especula que el aglepristone podria también tener cierta accion hipotaldmica uniéndose a los
receptores de la P, a este nivel. No obstante, el eventual efecto hipotalamico de esta droga queda aun por
definir.

Se concluye que el antiprogestageno aglepristone resulté seguro y eficaz para interrumpir la gestacion en
este grupo de perras tratadas en condiciones controladas de campo. Las concentraciones de P, sérica no
mostraron cambios significativos durante el protocolo. Sin embargo, la temperatura rectal descendi6
conjuntamente con la interrupcién de la gestacion. De este modo, 1a temperatura podria utilizarse para el
monitoreo clinico del tratamiento actuando como predictor del momento en que ocurrira la interrupcion de

la gestacion en perras tratadas con esta droga.
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Perra Die del Dies hasta la Aborto/ Olindulss mamariss Efectos

servicio interrupcién Resorcién colatesales
Golden retriever 37 3 Aborto Normal No
Boxer 42 2 Aborto Normal No
Ovejero Alemén 28 4 Rosorcién Normal No
Déberman 33 5 Resorcién Agrandsmiento y Secrecién lictea No
Bull terrier 30 3 Resorcién Normal No
Mestiza 25 5 Resorcidn Agrandamiento y Secrecidn lctea No
Shar- pei 30 7 Resorcién Normal No
Pastor del Céucaso 35 2 Resorcién Normal No
Bloodhound 37 2 Aborto Agrondamiento y Secrecidn lictea No

Tabla 1: Resultados individuales de 9 perras con 25 a 45 dias de gestacion tratadas con 2 dosis de 10
mg/kg de aglepristone para interrumpir la gestacion.
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Temperatura (°C)

40 32 24 6 8 0 B 18 4 R
Horas

Figura 1: Media de la temperatura rectal de 9 perras con 25 a 45 dias de gestacion tratadas con 10 mg/ke
SC cada 24 h de aglepristone tomada cada 8 horas. Las barras sobre los simbolos representan los
valores de SEM.

Pre- tratamiento interrupcién 72 he Post-intermupcién
Muestreo Sanguineo

Figura 2: Media de las concentraciones séricas de P, de los mismos animales de la Figura 1 previo a la
administracién del aglepristone, en el momento de la interrupcién clinica de la gestacién y a la 72

horas de la misma. Las barras sobre los simbolos representan los valores de SEM.
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CAPITULO VI

ESTUDIO ENDOCRINOLOGICO Y CLINICO CON AGLEPRISTONE Y CLOPRdS’i'ENOL EN
EL TRATAMIENTO MEDICO DE LA PIOMETRA CANINA

Introduccién

El complejo hiperplasia endometrial quistica-piémetra (HEQ-P) es una frecuente enfermedad del tracto
reproductivo de la perra entera. Esta afeccidbn se halla intimamente relacionada a la elevada
progesteronemia caracteristica del diestro canino (13). Asimismo, se cree que la secuencia de una
dominancia estrogénica, seguida de una prolongada progesteronemia induciria a la HEQ, predisponiendo
de este modo al posterior desarrollo de piémetra (4). Si bien es una enfermedad caracteristica del diestro
canino, es posible encontrarla también durante el anestro del ciclo estral (1, 7, 13, 17). La toxemia
resultante de la presencia de contenido uterino purulento origina los signos clinicos caracteristicos de este
sindrome, especialmente polidipsia, poliuria, anorexia, apatia, shock y muerte. Dependiendo del estado de
permeabilidad de la cérvix esta entidad puede cursar a cuello abierto o cerrado. En la piémetra a cuello
cerrado el contenido purulento se acumula en el interior del utero, siendo el curso de la enfermedad mas
agudo y grave.

El tratamiento tradicionalmente empleado es el quirirgico mediante ovariohisterectomia, provocando el
final de la vida reproductiva de la perra. Por esta razén, un tratamiento médico eficaz es necesario para
hembras de valor reproductivo. Las prostaglandinas (PG) y los antiprogestagenos demostraron ser eficaces
para este fin (1, 2, 12, 15, 16). La administracion de PG ocasiona contracciones miometriales, eventual
relajacion cervical y efecto luteolitico luego del dia 5 del diestro, disminuyendo las concentraciones
séricas de P, (17). El cloprostenol sodico es un anidlogo sintético de la PGF2a con efecto luteolitico y
actividad uterotonica (16, 17).

Los antiprogestagenos son esteroides sintéticos que se unen con gran afinidad a los receptores de P,, sin
ocasionar ninguno de los efectos propios de la P; (10, 11). El aglepristone (RU 534) es un
antiprogestageno disponible en el mercado veterinario de ciertos paises, que compite en la perra por los
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receptores uterinos con una tasa de fijacién 3 veces superior al de la P, endogena (14). En humanos una

combinacién de antiprogestdgenos y PG se ha utilizado con éxito para inducir el aborto (3).

Segun lo reportado recientemente en 2 estudios, la combinacién de PG y aglepristone ha demostrado tener
mejores resultados para el tratamiento de la HEQ-P canina que el uso separado de estas drogas (5, 8). En
el primero de estos ensayos, perras tratadas con la combinacion terapéutica tuvieron una mejora del 22 %
y 32 % en el porcentaje de éxito al dia 14 y 28, respectivamente que las tratadas con monodrogas (8).
Aunque podria potencialmente resultar util conocer las concentraciones séricas de P, durante estos
protocolos combinados, éstas no han sido descritas. Por otra parte, son necesarios estudios adicionales

para poner a punto la administracion 6ptima de estos tratamientos combinados.

El objetivo de este capitulo consistio en comparar la eficacia clinica y la seguridad de la administracion de
distintos protocolos combinados de cloprostenol y aglepristone para el tratamiento de la CEH-P en la

perra, y describir los perfiles séricos de P,, antes y durante el tratamiento.

Materiales y Métodos

Animales

Veintiuna perras con HEQ-P a cuello abierto (n=15) o cerrado (n=6) se incluyeron en este estudio. La
HEQ-P se defini6 como la presencia de un dtero agrandado de tamafio, con contenido liquido en su
interior con o sin presencia de descarga vaginal. El diagnostico de HEQ-P fue confirmado por los
hallazgos tipicos ultrasonograficos (18). Se incluyeron exclusivamente perras que luego de Ia restauracién
de la hidratacién tuvieron valores de urea y creatinina sérica < 60 mg/dL y 1.5 mg/dL, respectivamente.

Todos los propietarios firmaron un consentimiento para incluir a sus animales en el estudio.

Protocolos terapéuticos

Las perras se asignaron aleatoriamente a uno de los siguientes protocolos terapéuticos:
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® Tratamiento I (TRT I; n = 10 [abiertas (n=7) y cerradas (n=3)]) aglepristone (Alizine®, Virbac,
Francia) 10 mg/kg SC los dias 1, 2, 8 y 15 (si no curé completamente), y cloprostenol (Estrumate®,
Schering Plough, Argentina) 1ug/kg SC los dias 3 y 8 de tratamiento alejado de las comidas.

°  Tratamiento II (TRT II; n=11 [abierta (n=8) y cerrada (n=3)] idem aglepristone y cloprostenol
1pg/kg SC los dias 3, 5, 8, 10, 12 y 15 (si no curé completamente) de tratamiento.

El dia 1 fue considerado como el dia del examen y diagnéstico inicial de la perra. Durante los protocolos
terapéuticos se administrd a todas las perras una combinacion de amoxicilina y 4cido clavulamico en dosis

de 12.5 mg/kg oral (Clavamox®, Pfizer, 1a Argentina) y se realiz6 hidratacién de apoyo.

Seguimiento clinico y utrasonogrdfico

Antes de comenzar cada tratamiento (dia 1) y luego en los dias 3, 8, 15 y 29 (si no cur6 completamente) se
evalud en la totalidad de los animales el peso corporal, la temperatura, 1a hidratacién, la presencia de
anorexia y poliurio-polidipsia, el didmetro uterino total y de la luz determinados por ultrasonografia
(Toshiba Core Vision Pro, Shimoishigami, Otawara-Shi, Tochigi-Ken, Japan, transductor de 3.7 0 5§ MHz
microcénvex) y la presencia de descarga vulvar. Los animales fueron también observados por la eventual
aparicién de efectos adversos durante los protocolos experimentales. Todas las perras fueron controladas

hasta su siguiente ciclo estral pos tratamiento.

Muestreo sanguineo y dosaje hormonal

Antes de comenzar cada tratamiento (dia 1) y luego en los dias 3, 8, 15 y 29 (si no curé completamente) se
tomaron muestras sanguineas en la totalidad de los animales para realizar hemograma, urea, creatinina y la
determinacién de la concentracion de P, sérica,

Las concentraciones de P, fueron determinadas por medio de radioinmunoensayo de fase solida (Coat-A-
Count, DPC; Los Angeles, CA). La sensibilidad al 95% fue de 0.1ng/ml y los coeficientes de variacion

intra ¢ interensayo fueron de 5.1 y 8.8, respectivamente.

Andlisis Estadistico
Los datos de la frecuencia de perras que alcanzaron el éxito del tratamiento (definido como la

recuperacion de la salud general y observacién ultrasonografica del dtero normal, 18) y presencia de
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efectos secundarios, tanto para los TRT I o II, o perras con valores iniciales de P4 sérica basales o no, se
analizaron por el test de chi’. Para este proposito la P, sérica al dia 1 fue categorizada como basal 0 no
basal (< 0 > 1.2 ng/ml, respectivamente; 12). El porcentaje de cambio de la concentracion de P, sérica
[(valor final [dias 8, 15 o 29] — valor inicial [dfa 1] / valor inicial) x 100 fue analizado por ANOVA. El
modelo matematico incluyé el efecto principal del TRT (I o II) y el dia (8, 15, 29) y la interaccién del
tratamiento por el dia. Se realizé también estadistica descriptiva de todos los parametros cuantitativos
evaluados. El nivel de significancia se fijé en p < 0.05.

Resultados

Nueve de las 10 perras del TRT I alcanzaron el éxito el dia 15 (8/10) o 29 (1/10), mientras que la restante
(1/10) muri6 el dia 4 por razones ajenas al tratamiento y a la patologia de base. Diez de las 11 perras del
TRT II obtuvieron el éxito al dia 15 (8/11) 0 29 (2/11), mientras que 1 perra (1/11) no lo alcanzé el éxito
al dia 29 de tratamiento. No se encontraron diferencias significativas en el éxito entre ambos tratamientos
ni concentraciones iniciales de Py,

Ninguna de las perras mostrd efectos secundarios locales o sistémicos en relacion a las drogas (0/21). La
descarga vulvar se incrementd en las perras con HEQ-P abierta dentro de las 24 a 48 horas luego de la
primera administracion de aglepristone con mejoria general clinica. En tanto, todas las hembras que
padecian HEQ-P cerrada abrieron el cuello uterino dentro de las 24-48 horas con aparicién de abundante

descarga vulvar y notable mejoria del estado general.

La temperatura corporal, hidratacion, apetito y polidipsia - poliuria comenzaron a mejorar marcadamente
hacia la normalidad a partir del dia 3 en las perras de ambos tratamientos. Los parametros del hemograma
tuvieron una clara tendencia a normalizar sus valores hacia el final de los tratamientos, encontrandose ya

en ese momento los glébulos blancos dentro de los valores normales (Figura 1).

Los digmetros uterinos disminuyeron al tamafio normal y la luz se torno imperceptible o sin contenido en
los dias 15 o 29 del protocolo en las perras que alcanzaron el éxito en ambos grupos de tratamiento

(Figura 2).
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Las concentraciones séricas de P, antes y durante los tratamientos I y II en las perras con la P, basal (n=9)
y no basal (n=12) se representa en la Figura 3. La P, mostré una tendencia a descender sus valores en 3 de
los 4 subgrupos. Una interaccién significativa entre el dia y el tratamiento fue hallada para el porcentaje

de cambio de la P, cuando se consideraron tanto el grupo con P, basal o el no basal.

La recidiva de HEQ-P en el siguiente ciclo estral de las 19 perras que alcanzaron el éxito ocurrié en 3 de
las perras mas viejas (7 a 15 afios de edad); dos de ellas habian tenido mas de 2 episodios anteriores de
HEQ-P. Una perra fue ovariohisterectomizada antes de su ciclo siguiente. Una de las hembras que no

desarrollaron recidiva, de 2 afios de edad, fue servida y pari6 una camada normal.

Discusién

En este estudio, la proporcion de perras con concentraciones iniciales basales de P, fue mas alta que lo
reportado en dos estudios anteriores (1, 8). Aunque esto puede ser un hecho probablemente incidental,
confirma que este complejo puede ser clinicamente evidente tanto durante el diestro como durante el

anestro canino (6, 15).

En linea con un estudio reciente, pero en discordancia con otro previo en el cual s6lo se utilizd
aglepristone, en el presente ensayo no se encontr6 ninguna relacion entre las concentraciones iniciales
basales de P, y el éxito del tratamiento (8, 11). Mas ain, algunas perras curaron sin tener concentraciones
séricas de P, basales al finalizar el tratamiento. Coincidentemente, la terminacién de la prefiez con
aglepristone en la perra ocurre en presencia de altas concentraciones séricas de P4 (9). Estos resultados
parecen confirmar que los antiprogestagenos disminuyen la P, intrauterina a través de la disminucion del
namero de receptores P4 o la sensibilidad de ellos, y no a través de 1a disminucion de las concentraciones
séricas de esta hormona (9). El pico de P, inicial (en el dia 8) del grupo no basal se podria explicar por el
bloqueo de los receptores uterinos y la consiguiente elevacion de la P, sanguinea. Mas dificil de interpretar
es la mejoria clinica en perras con concentraciones basales de P, a lo largo del tratamiento. Aunque en
estos casos, el efecto uterotonico de la PG podria haber influenciado positivamente. No obstante, la
mejoria clinica y el aumento en la descarga vaginal aparecieron antes del primer tratamiento con PG, en el
dia 3. Si bien en el presente estudio el cloprostenol fue administrado cada 48 horas o a intervalos mas
largos, los resultados al dia 15 (8/10 y 8/11 para TRTI y TRTII, respectivamente) fueron mejores que los
reportados en otro estudio (50 %), donde se utilizé la misma dosis pero en forma diaria (9).
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En el presente trabajo, el numero de aplicaciones de cloprostenol no parecié ser crucial para la resolucién
de los casos clinicos, aunque serfa necesario un niimero mayor de perras a fin de confirmar o rechazar

estos resultados iniciales.

En discordancia con 2 estudios recientes (9, 17) pero en linea con un reporte previo en el cual solo se
utilizé aglepristone (2), en este estudio no se reportd ninglin efecto secundario. La administracién de una
dosis baja de esta potente PG lejos de la comida, pudo haber marcado la diferencia. Por otra parte, todas
las perras estuvieron en mejores condiciones en ¢l dia de la primera inyeccion de cloprostenol (dia 3) que

al principio de los tratamientos.

La tasa de recidiva en este trabajo fue mas alta que en un reporte previo similar en el cual ninguna de 12
perras desarrolld6 HEQ-P en el siguiente ciclo estral (9), y también mas elevado que en un estudio en el
cual sélo el aglepristone fue utilizado (11). La tasa mas alta de recidiva puede deberse a la edad avanzada
de alguna de las perras utilizadas en este ensayo. Inversamente, estos resultados tuvieron un rango més
bajo de recurrencia que las perras tratadas s6lo con PG (10-77 %; 12, 15). Estos hallazgos sugieren que el
efecto uterotonico de 1a PG no revierte la HEQ y muchas perras tratadas Gnicamente con PG podrian tener
una disminucién de los signos clinicos a niveles subclinicos. Se hipotetiza que el tratamiento con
antiprogestagenos podria manejar mejor las anormalidades endometriales dependiendo de la profundidad
de la infiltracién inflamatoria medida usando la clasificaciéon de Dow (6). Inversamente, un estudio, en el
cual se realiz6 un examen histologico de los tteros, no revelé ninguna diferencia entre 6 dias de
tratamiento con un antiprogestagerno y Gteros de perras control (1).

En concordancia con un reporte previo (2), la fertilidad después del tratamiento no parecié verse afectada
en la perra joven que recibié servicio. Esta perra joven fue representativa de la poblaciéon para quienes
estan dirigidos estos protocolos en la practica clinica. Se requieren mayor cantidad de estudios que
incluyan un nimero grande de perras de diversas edades, con o sin episodios anteriores de HEQ-P para
evaluar la fertilidad después del tratamiento.

Se concluye que estos protocolos combinados mostraron ser eficientes para revertir los signos clinicos y
ultrasonograficos uterinos anormales en la mayoria de las perras que sufrian HEQ-P, independientemente
de las concentraciones séricas iniciales de P4. Asimismo, el nimero de administraciones de PG parecieron

tener cierto efecto sobre las concentraciones séricas de P,.



57

Bibliografia

10.

11.

12.

13.

BLENDINGER, K.; BOSTEDT, H.; HOFFMANN, B. (1997) Hormonal effects of the use of an
antiprogestin in bitches with pyometra. J Reprod Fertil Suppl. 51:317-325.

BREITKOPT, M.; HOFFMANN, B.; BOSTEDT, H. (1997) Treatment of pyometra in bitches with an
antiprogestin. J Reprod Fertil Suppl. 51:327-31.

CADEPOND, F.; ULMANN, A.; BEAULIEU, E.E. (1997) RU 486 (mifepristone). mechanism of
action and clinical uses. Ann Rev Med. 48:129-156.

CHEN, Y.M.M.; WRIGHT, PJ.; LEE, C.S. (2001). A model for the study of cystic endometrial
hyperplasia in bitches. J Reprod Fertil (Suppl). 57: 407-414.

CORRADA, Y.; CASTEX, G.; KLIMA, L.; RODRIGUEZ, R.; GIANNONL M; GOBELLO, C.
(2002) A study of two combined protocols of aglepristone and cloprostenol to treat open cervix
pyometra in the bitch. Proceedings Annual Symposium of European Society of Small Animal
Reproduction. Liege, Bélgica.130-131.

DOW, C. (1959) The cystic hyperplasia — pyometra complex in the bitch. J Comp Pathol. 69:237-250.
DOW, C. (1977) The cystic hyperplasia — pyometra complex in bitch. Vet Rec. 1957; 69:1409-1415.
FIENI, F.; BRUYAS, D.; TAINTURIER, D.; BATTUT, L (2001) Clinical use of antiprogestins in the
treatment of metrits /pyometra in the bitch. En: Proceedings de la 5ta Conferencia Annual de la
Society of Domestic Animal Reproduction, Vienna Austria.

FIEN], F.; MARTAL, J.; MARNET, P.G.; SILIART, B.; BERNARD, F.; RIOU, M.; BRUYAS, J.F,;
TAINTURIER, D. (2001) Hormonal variations in bitches after early or mid pregnancy termination
with aglepristone (Ru 534). J Reprod Fertil Suppl. 57:243- 248.

HOFFMANN, B.; LEMMER, W.; BOSTEDT, H.; FAILING, K. (2000) Application of the
antiprogestin aglepristone for the conservative treatment of pyometra in the dog Tierarztl Prax.
28:323-329.

HOFFMANN, B.; SCHULER, G. (2000) Receptor blockers- general aspects with respect to their use
in domestic animal reproduction. Anim Reprod Sci 60-61: 295-312.

NELSON, R.W.; FELDMAN, E.C.; STABENFELDT, G.H. (1982) Treatment of canine pyometra
with PG F2a. J Am Vet Med Assoc. 181:899-903.

NOAKES, D.E; DHALIWAL, GK.; ENGLAND, G.C. (2001) Cystic Endometrial
hyperplasic/pyometra in dogs: a review of the causes and pathogenesis J Reprod Fertil Suppl. 57:395-
406.



14.

15.

16.

17.

18.

58

PHILIBERT, D. (1994) RU 46534. Affinité relative de liaison pour les récepteurs stéroidiens - activité
antiprogestérone in vivo. Rapport d'étude interne Roussel Uclaf. 4.

RENTON, J.P.; BOYD, J.S.; HARVEY, M.J. (1993) Observation of the treatment and diagnosis of
open pyometra in the bitch. J Reprod Fertil Suppl. 47:465- 469.

TAINTURIER, D.; TREBOZ, D. (1985) Traitement del la metrite chronique de la chienne para un
analogue de la F2a. Prat Med Chir Anim Comp 20:239- 244.

VAN DER HORST, CJ.; VOGEL, F. (1977) Some effects of PG F2a on corpora lutea and on the
uterus in the cycling dog. Tijdsschr Dierge-neeskd. 102:117-123.

YEAGER, A. E.; CONCANNON, P. (1995) Ultrasonography of the reproductive tract of the female
dog and cat. En: BONAGURA, J.D.; KIRK, K.W. (eds): Current Veterinary Therapy XII.
Philadelphia: WB Saunders. 1040-1052.



OGldbulos Blancos (MIIP)

Figura 1: Media de globulos blancos de 21 perras con hiperplasia endometrial quistica - pidmetra tratadas con 2
tratamientos se representaron en conjunto debido a que no se hallaron diferencias significativas entre ellos. Las

barras sobre los simbolos representan los valores de SEM.
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Figura 2: Media del didmetro uterino total y de 1a luz determinada por ultrasonografia en todos los
animales de la Figura 1 antes y durante los tratamientos. Las barras sobre los simbolos representan los

valores de SEM.
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Figure 3: Media de las concentraciones séricas de P, de todos los animales (n= 21) divididos en 4
subgrupos de acuerdo al tratamiento (I o II) y a la concentracion inicial (dfa 1) de P, (basal o no
basal, < 0 > 1.2 ng/ml, respectivamente) antes y durante el tratamiento. Las barras sobre los
simbolos representan los valores de SEM.
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CONCLUSIONES FINALES

El rango de referencia de prolactina sérica (PRL) en los caninos machos de las razas Ovejero Aleman,
Beagle y caninos mestizos se establecié desde valores no detectables hasta 6.0 ng/mi.

Se debe tener precaucion al extrapolar los resultados de PRL sérica entre los caninos machos de las
diferentes razas debido a que se hallaron diferencias significativas entre las diferentes razas
estudiadas.

La PRL tiene una ritmicidad circanual en perros machos del hemisferio sur. Existiendo un ascenso de
las concentraciones de PRL sérica con el aumento de las horas de luz, alcanzando valores pico en los
meses de verano. Las concentraciones mas bajas de esta hormona se hallaron en el otofio e invierno

temprano.

La secrecion de PRL sérica en caninos machos presenta un patron pulsatil el cual debe considerarse al

momento de tomar muestras con fines clinicos o experimentales.

La administracién del agonista dopaminérgico cabergolina durante el anestro resultd un método
eficiente, seguro, y facil para inducir ciclos estrales fértiles y para acortar los intervalos interestro en

perras.

Los protocolos combinados del agonista dopaminérgico bromocriptina y la prostaglandina

cloprostenol resultaron eficientes y seguros para interrumpir la gestaciéon no deseada.

El antiprogestageno aglepristone result seguro y eficaz para interrumpir la gestaciéon no deseada en
perras. Las concentraciones de P, sérica no mostraron cambios significativos durante el tratamiento.
La temperatura rectal descendié un promedio de 16 horas previas a la interrupcion, resultando un

parametro de utilidad para el monitoreo clinico del tratamiento.



62

° Los protocolos combinados del antiprogestigeno aglepristone con la prostaglandina cloprostenol
resultaron efectivos y seguros para revertir los signos clinicos y ultrasonograficos uterinos de perras

con HEQ-P, independientemente de las concentraciones séricas iniciales de progesterona



