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RESUMEN

Utilizacion combinada de ecg y hcg para inducir ciclos fértiles en perras en anestro

El objetivo del trabajo fue disefar un protocolo de induccion de ciclos fértiles en la
perra utilizando eCG y hCG. En el experimento uno se evaluaron las caracteristicas
farmacocinéticas de eCG, la concentracidon maxima observada Cmax) fue semejante
entre las vias im e iv (6.1+0.9 vs. 8.6+0.5 IU/mL, P>0.08), mientras que el tiempo en el
que alcanzd la concentracion méaxima observada (Tmax) fue mas largo para la via im
que iv.m (17.5+0.5 vs. 11.6+0.3 h, P<0.01). El area bajo la curva (AUC) fue similar
para las vias im e iv (P>0.48). Asi mismo eCG se detectd en suero por al menos 144h.
En el experimento dos se busco la dosis efectiva de eCG. Pudo observarse que con 50
UIl/Kg (TRT 50) de eCG se pudieron observar signos externos, comportamiento y
citologia vaginal de estro en todos los animales tratados La media del intervalo
tratamiento - estro fue de 4.0+0.4 d. En el experimento tres se estudiaron las
fluctuaciones de androstenediona, prolactina e IGF1 en relacion al desarrollo folicular
en las perras inducidas. Pudo observarse que las concentraciones séricas de estas
sustancias varian a lo largo del desarrollo folicular. En el experimento cuatro se evalud
la eficacia reproductiva del uso combinado de eCG y hCG. Todas las perras que
recibieron tratamiento respondieron manifestando comportamiento, signos externos y
citologia vaginal compatible con estro. EI 94% de las perras recibieron servicio natural
o inseminacion artificial y el 80% quedaron prefiadas y parieron 3,62 + 0,41 Cachorros.

No se observan efectos adversos en ninguna de las perras tratadas.
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SUMMARY

Induction of fertile estrus in late anoestrus bitches using eCG followed by hCG

The aim of this study was to design a protocol combining eCG followed by hCG for
estrus induction in the bitch. In Experiment one, we study pharmacokinetics analyses of
eCG. Maximum observed concentration (Cmax) eCG were similar between im and iv
routes (6.17+0.97 vs. 8.69+0.50 IU/mL, P > 0.08), whereas Tmax was longer for im
compared to iv delivery route (17.5+0.5 vs. 11.66+0.33 h, P<0.002). Elimination half-
live was shorter for im than for iv delivery routes (38.194 2.81 vs. 59.08+2.81 h; P <
0.03). The AUC concentrations were similar im and iv delivery routes (307.70+5.71 vs.
381.10+70.90 IU h/mL; P > 0.48) and eCG was detectable in serum for at least 144 h
for both routes. In Experiment two, ovarian stimulatory effects of eCG was studied
using one of five doses of eCG (5, 10, 15, 20, 44, or 50 [U/kg eCG im; [TRTS5-TRTS50]).
Three to five days after treatment, all bitches in TRT50 had higher scores compared to
TRT5-44 animals (P < 0.01). In TRT50, mean interval from treatment to estrus was
4.0+£0.4 d. No detectable clinical side effects were observed in bitches during treatment.
In experiment three studied hormonal response and follicular development after eCG
administration. We observed that prolactin, IGF1 and androstenedione serum
concentration change with follicular growth induced by a single dose of 50 [U/kg of
eCG similar to dose occurring during spontaneous oestrous cycle. In experiment four
reproductive efficacies of eCG and hCG in oestrus induction was studied. In treatment
group all bitches responded to treatment by coming into clinical estrus within 3-5 d after

eCG-hCG administration. Ninety four percent of animals were bred (15/16; Al n=7;



XVII
natural mating, n=8), and 80% (12/15) became pregnant. The average litter size was

3.62 £ 0.41. None of the bitches showed any side-effects to the eCG and hCG therapy.



CAPITULO I

INTRODUCCION GENERAL

Para implementar el manejo del ciclo reproductivo canino, es preciso un
acabado conocimiento de la fisiologia reproductiva de la perra asi como de la estructura
y funcion de las hormonas intervinientes en el desarrollo del mismo. El conocimiento de
la estructura, mecanismo de acciéon y funcion de las hormonas hipotaldmicas,
hipofisiarias, gonadales y de las hormonas del tipo hipofisis anterior, nos permitira una
mejor comprension de las variaciones hormonales del ciclo estral canino asi como las
posibilidades de manejo del mismo. De esta manera se podran disefiar nuevos

protocolos para la induccion de ciclos fértiles en perras en anestro.

Hormonas de la Adenohipdfisis

La adenohipofisis produce tres hormonas de importancia en la reproduccion de
la hembra que son la FSH, LH y PRL. La FSH y LH poseen restos de carbohidratos y
junto con la hormona tirotropica, forman un grupo de hormonas hipofisiarias clasificado
como glucoproteicas. Las hormonas glucoproteicas poseen dos subunidades unidas en
forma no covalente. En una misma especie, las subunidades o para todas las hormonas
glucoproteinicas son idénticas, mientras que las B son diferentes en el contenido de
aminoacidos y carbohidratos, lo que confiere especificidad de accion a la hormona. Las
principales funciones de la FSH son estimular el crecimiento de los foliculos antrales e
inducir la expresion de receptores de LH en las células de la teca interna y de la

granulosa. Por otra parte, la FSH también regula la actividad de aromatasa en células de
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la granulosa lo que estimula la produccion de 17 B estradiol (Parker y Schimmer, 2003).
La LH actta sobre las células de la teca para estimular la sintesis de androstenediona,
precursor del 17 B estradiol ovarico. LH, en la mujer, induce la expresion del receptor
de FSH por las células de la granulosa, por lo tanto esta hormona posee una accion
permisiva en la accion de FSH (Parker y Schimmer, 2003). Se requiere de LH para la
ruptura de los foliculos dominantes durante la ovulaciéon y para la sintesis de
progesterona. Por lo tanto LH es necesaria para el proceso ovulatorio y para la
luteinizacion de la granulosa y la teca interna lo que resulta en la formacion del cuerpo
luteo. Es asi que la las acciones de las hormonas FSH y LH son coordinadas y
diferenciales durante el ciclo estral.
La tercera hormona de importancia reproductiva es la PRL. Esta hormona y la
GH son hormonas proteicas de alto peso molecular. La PRL tiene caracteristicas
atavicas comunes con la hormona del crecimiento. Las dos son proteinas globulares
simples de una sola cadena, con un peso molecular similar (22.000 a 24.000) y un
nimero semejante de residuos de aminoacidos (190 a 200). La PRL se caracteriza por
contener tres puentes disulfuro y dos moléculas de triptofano. En los mamiferos las
funciones mas importantes de la PRL se relacionan con el desarrollo del tejido secretor
de la glandula mamaria y el mantenimiento de la lactacion. En algunas especies como
en la rata, raton, oveja y la perra esta hormona es luteotréfica, siendo uno de los factores
luteotroficos de mayor importancia. Es asi que en la perra el CL es autébnomo hasta el
dia 20 de prefiez, necesitando el soporte de la PRL para el mantenimiento de la
gestacion durante el tercio medio y final de la misma (Concannon y col., 1987, Okkens
y col., 1986). Este hecho fue demostrado en 1986 realizando hipofisectomia en perras

(Okkens y col., 1986). Mas tarde se logr6 interrumpir la gestacion tardia al administrar



agonistas dopaminérgicos (antiluteotroficos) a perras gestantes el dia 42 de prefiez.
Cuando se administrd bromocriptina el dia 22 de gestacion si bien no disminuyeron las
concentraciones séricas de P4, siendo las mismas significativamente diferentes en las
muestras pre tratamiento versus las muestras postratamiento, no se interrumpid la
gestacion (Concannon y col., 1987). Estos estudios demostraron la autonomia del CL en
el primer tercio de la gestacion y la accion luteotrofica de la PRL durante el tercio
medio y final de la prefiez.

Muchos factores fisioldgicos influyen sobre la secrecion de PRL, asi, el suefio, el
estrés, la hipoglucemia, el ejercicio y los estrégenos aumentan la secrecion de esta
hormona. De igual forma que otras hormonas de la parte anterior de la hipofisis, la PRL
se secreta de manera pulsatil (Goodman y Gilman, 1996).

La secrecion de PRL desde la pituitaria estd gobernada por sefiales hipotaldmicas
estimuladoras e inhibidoras. La dopamina es la principal sefial neural inhibitoria en la
regulacion de la liberacion de PRL (Ben-Jonathan, 1985; Kooistra y Okkens 2002;
Lopez y col, 1989). Ademas existen diversas sustancias, como serotonina, hormona
liberadora de tirotrofina y oOxido nitrico que actian sobre la liberacion de PRL
(Garthwaite y Hagen, 1979; Lafuente y col., 1994; Yen y Pan, 1999). Asi mismo, fue
identificado y caracterizado un péptido especifico, que promueve la liberacion
hipotaldmica de PRL (Hinuma y col, 1998; Matsumoto y col, 1999). Estudios con ratas
han provisto evidencia de que sustancias que derivan de la pars intermedia de la
pituitaria, juegan un rol importante en la secrecion de PRL desde el 16bulo anterior de la
glandula (Frawley, 1994).

Por otra parte las hormonas esteroides gonadales, juegan un rol muy importante

en la modulacion de la secrecion de PRL. Los estrogenos son potentes estimuladores de
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la sintesis, almacenamiento, liberacion y expresion de los genes de PRL (Kooistra y
Okkens 2002).

Las hormonas proteicas actuan mediante la unién a receptores especificos
ubicados en la superficie de las células blancos, este mecanismo de accioén contrasta con
la unién citoplasmatica de las hormonas esteroides. El receptor de la superficie celular
esta integrado con un receptor en la membrana celular. Cuando ocurre la unién de la
hormona proteica con el receptor se genera un segundo mensajero intracelular que es el
mediador de los efectos de la hormona sobre: enzimas intracelulares, expresion de genes
y la membrana celular en si misma. El segundo mensajero puede ser una enzima (i.e.,
proteincinasa), iones (i.e., Ca™", H), o monofosfato de adenosina ciclico (AMPc). En
algunos casos la unién hormona receptor activa la enzima adenilatociclasa para
convertir el trifosfato de adenosina (ATP) en el nucledtido monofosfato de adenosina
(3,5-AMP), el AMPc (el segundo mensajero) que activa a las proteinquinasas
intracelulares. Estas quinasas activan los sistemas enzimaticos que determinan el efecto
de la hormona.

Los receptores de PRL son proteinas formadas por una cadena polipeptidica con
un segmento transmembrana y pertenecen a la superfamilia de receptores de citoquinas.
La PRL se une de manera especifica al receptor, la dimerizacion inducida por la
hormona recluta cinasas Jak y las activa. La fosforilaciéon de cinasas Jak 2 induce
fosforilacion, dimerizacion y translocacion nuclear del factor de transcripcion Stat 5
(Parker y Schimmer, 2003).

El control hipotalamico de la secrecion de la adenohipofisis esta a cargo de
hormonas peptidicas pequefias que se liberan en la eminencia media y se transportan

hacia la adenohipofisis por medio de un sistema portal de irrigacion. La hormona GnRH



(un péptido de 10 aminoacidos) regula la sintesis de FSH y LH vy, la secrecion de las
mismas, por gonadotropos hipofisiarios (Goodman y Gilman, 1996). La GnRH se libera
en forma de pulsos los cuales pueden ser regulados por sefiales externas al hipotalamo,
como hormonas esteroideas. Este decapéptido posee una vida media muy corta que se
estima es menor a 10 minutos (Prieto Gomez y col, 2002).

La liberacion de GnRH es gobernada por un generador neural de pulsos
localizado en la parte mediobasal del hipotdlamo, que controla la frecuencia de
liberacion y la amplitud de la misma. A pesar de que la actividad del generador de
pulsos de GnRH es activo al final de la vida fetal y durante un breve periodo luego del
nacimiento, la actividad del mismo disminuye como consecuencia de la inhibicién
ejercida por el sistema nervioso central, hasta poco antes de la pubertad momento en el
que aumenta la amplitud y frecuencia de secrecion de GnRH. La liberacion intermitente
de este péptido es crucial para la sintesis y liberacion apropiadas de las gonadotrofinas.
La administracion continua de GnRH lleva a la desensibilizacion y regulacion
decreciente de los receptores de la misma sobre los gonadotropos hipofisiarios. Estas
acciones constituyen la base para el uso clinico de los andlogos de GnRH (Goodman y
Gilman, 1996).

Por lo tanto existen basicamente dos formas de influenciar la secrecion de
gonadotrofinas. Una es variar la frecuencia y amplitud de los pulsos de liberacion de
GnRH ya que se ha demostrado que la liberacion pulsatil de la misma es esencial para
mantener la secrecion de LH y FSH por la adenohipofisis. Otra es cambiar la
sensibilidad de la adenohipofisis a los pulsos de GnRH, por medio de los efectos

moduladores de E,; y Ps. El incremento de las concentraciones de E, aumenta la
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sensibilidad a la GnRH y aumenta la liberacion de gonadotrofinas; la P4 posee el efecto
opuesto.

Es muy interesante la manera contrastante en que los E, afectan la liberacion de
gonadotrofinas. El E, causa un efecto de retroalimentacion positiva con la consiguiente
liberacion de grandes cantidades de GnRH a partir del centro preovulatorio, lo cual
produce un pico de gonadotrofinas en respuesta a concentraciones de E; que aumentan
gradualmente. En contraposicion la retroalimentacion negativa requiere la exposicion a
concentraciones de E; basales o minimas y de corta duracién conjuntamente con altos
niveles de P4.

El centro hipotaldmico conocido como centro preovulatorio es responsable de la
liberacion preovulatoria de GnRH que estimula el pico de LH que causa la ovulacion.
Este centro libera niveles basales de GnRH hasta que recibe el estimulo positivo
apropiado, este estimulo se conoce como nivel umbral de E; en ausencia de P4. Cuando
las concentraciones plasmaticas de E, alcanzan cierto nivel una gran cantidad de GnRH
es liberada desde el centro preovulatorio. El pico preovulatorio de GnRH ocurre solo
una vez durante el ciclo estral, sin embargo la liberacion tonica de GnRH ocurre durante
todo el ciclo. El pico preovulatorio de GnRH esta controlado por la combinacién de
concentraciones altas de E, y bajas de P4. El E; en presencia de bajas concentraciones
de P4 ejerce un efecto diferencial sobre la GnRH. Es asi que las bajas concentraciones
de E; causan un efecto de supresion del centro preovulatorio, sin embargo cuando los
niveles de E, son altos como ocurre durante la fase folicular media o tardia el centro
preovulatorio responde con la liberacion de grandes cantidades de GnRH. Esto se

conoce como retroalimentacion positiva. Cuando los niveles de E, son bajos y los
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niveles de P4 altos ocurre el proceso de retroalimentacion negativa previniendo la
liberacion de pulsos de gran amplitud de GnRH (Senger, 2003).

Por otra parte el control de la secrecion de PRL se relaciona con la inhibicion de
la secrecion mediante factores hipotaldmicos. La dopamina, una catecolamina, es un
factor inhibidor de la PRL. La dopamina es liberada por las neuronas en la eminencia
media y es transportada por el sistema portal hipofisiario hacia adenohipofisis. Es asi
que la disminucion de la sintesis de dopamina aumenta la liberacion de PRL. La
prohormona de la GnRH y el 4cido gamma aminobutirico también inhiben la secrecion
de PRL. La PRL también se libera en forma pulsatil, posiblemente a causa del aumento
y disminuciéon del factor inhibidor (Parker y Schimmer, 2003). Se han descripto
diversos factores que serian liberadores de PRL como, TRH, péptido intestinal
vasoactivo, péptido liberador de PRL y péptido hipofisiario activador de la ciclasa de

adenilo, pero no estan claras sus funciones fisiologicas (Parker y Schimmer, 2003).

Hormonas Gonadales

Los principales tipos de hormonas esteroides que participan en los procesos de
la reproduccion de la hembra son los pregnanos y los estranos. El pregnano mas
importante es la P4, la cual es producida por el CL, la placenta y la corteza adrenal. La
sintesis de P4 que realiza el CL esta controlada por la LH.

Los principales estranos son la estrona (El) y el E,. El estriol (E3), otro
estrogeno importante, se encuentra solo en los primates durante la gestacion. Los sitios
de produccién de E, son el ovario (células de la granulosa de los foliculos ovaricos), la
unidad fetoplacentaria y la corteza adrenal. En la Figura 1.1 se pueden observar que

todos los esteroides se obtienen mediante rutas biosintéticas comunes (Stabenfeldt y



Edqvist, 1999). La FSH controla la sintesis estrogénica de los foliculos ovaricos y actaa
sobre las células de la granulosa. La LH también actua sobre la sintesis de estrogenos ya
que controla la produccién de la molécula precursora esencial (androstenediona) por las
células de la teca interna. Las hormonas esteroides son liposolubles y se unen para su
transporte a proteinas plasmaticas como por ejemplo la globulina fijadora de hormonas
sexuales que posee gran afinidad por los E,. Las proteinas que se unen a esteroides con
mucha afinidad poseen poca capacidad de transporte. Por otro lado, la albimina, que es
una proteina con poca afinidad de unién por los esteroides, es un vehiculo de transporte
importante debido a su gran concentracion en el plasma. Menos del 5% de las hormonas
esteroides permanecen en forma libre. Para realizar su funcion estas hormonas se unen a
receptores especificos citoplasmaticos y este complejo se transfiere al nucleo donde se
une a sitios especificos de la cromatina (Funakoshi y col., 2006; Goodman Gilman y
col., 1996; Loose-Mitchell y Stancel, 2003). Recientemente se ha demostrado que
diferentes acciones de los esteroides estarian mediadas por receptores de membrana. Se
ha descubierto un receptor de membrana receptor 30 ligado a proteina G (GPR30). El
GPR30 es activado por E; y esta activacion lleva a su internalizacion (Funakoshi y col.,

2006).



Sintesis de esteroides
Acetato

!

Colesterol

!
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. . 4—
Corticoides < ¢
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5-androstenediol —»  Testosterona — 17pestradiol

Figura 1.1. Ruta para la sintesis de esteroides biologicamente activos a partir de acetato.
Los esteroides secretados por las gonadas y la corteza adrenal se forman a
partir del acetato y del colesterol (Stabenfeldt y Edquist, 1999).

Los E, estimulan el crecimiento de las glandulas endometriales (necesario para
el mantenimiento del cigoto antes de la implantacion), estimulan el crecimiento de los
conductos de la glandula mamaria, causan actividad secretora en el oviducto (lo que
favorece la supervivencia de oOvulo y espermatozoide), regulan la secrecién de
gonadotrofinas, pueden ser los causantes de la liberacion de PGF por el ttero gravido y
no gravido, detienen el crecimiento de los huesos largos al iniciar el cierre de la placa

epifisiaria de crecimiento y favorecen el anabolismo proteinico (Stabenfeldt y Edqvist,

1999).
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A su vez, la P4 estimula el crecimiento de las glandulas endometriales, estimula
el crecimiento 16bulo-alveolar de la glandula mamaria, estimula la actividad secretora
del oviducto y de las glandulas endometriales, estimula la conducta de estro en distintas
especies (oveja, perra, yegua, cabra, vaca) en coordinacion con el E,, evita la
contractilidad del ttero durante la gestacion y regula la secrecion de las gonadotrofinas.
Es importante considerar que las acciones de la P4 ocurren a menudo en coordinacion
con el E; y muchas veces requieren la accion previa del mismo (Stabenfeldt y Edqvist,
1999).

Existen tejidos diferentes a los de la hipofisis que son capaces de producir
gonadotrofinas, a estas hormonas se las conoce como hormonas del tipo hipdfisis
anterior. Las dos fuentes mas importantes de tales hormonas, de interés en medicina
veterinaria, son el suero de yegua gestante y la gonadotrofina coriénica de mujer
embarazada. Del primero se obtiene la eCG, y de la segunda la hCG.

La eCG fue descubierta por Harold Cole y George Hart en el departamento de
ciencia animal de la Universidad de California en Davis, USA, en 1930 (Cole y col,
1930 en Allen y col, 1993). Fue denominada como gonadotrofina sérica de yegua
gestante (PMSG) y en la actualidad se la denomina gonadotrofina coridnica equina
(eCQ).

La eCG es una glicoproteina acida, con un peso molecular de 68.000 y alto
contenido de carbohidratos (45%) constituidos principalmente por acido sidlico
galactosa y glucosamina. Posee una punto isoeléctrico bajo de solo 2,4 y una gran
resistencia a la hidrolisis acida. Al igual que las gonadotrofinas de la pituitaria y
corionicas asi como la TSH en todos los mamiferos, eCG es una glicoproteina

heterodimérica formada por dos subunidades, o y B unidas de forma no covalente. La
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subunidad o es idéntica dentro de cada especie, mientras que la B difiere lo que indica
que la especificidad de accion reside en la subunidad B (Allen, 1982). Por otra parte
posee una vida media de aproximadamente 26 h. Esta hormona se forma en las copas
endometriales del ttero de yegua gestante y estd presente en la sangre del animal entre
los dias 40 y 140 de gestacion, alcanzando un maximo el dia 80 (McDonald 1996).

Probablemente la caracteristica mas inusual e interesante de la molécula de eCG
es su propiedad de expresar actividad tanto de FSH como de LH cuando es administrada
a otras especies mamiferas. La base estructural para esta actividad dual de la eCG aiun
no se conoce, pero se presume que se encuentra dentro de la sub unidad 3 (Allen, 1982)

Es asi que en la mayoria de las especies la actividad biologica de la eCG es
similar a la de FSH, presentando también algunas acciones semejantes a LH. Por lo
tanto la eCG puede sustituir a la FSH. Su periodo de accion es largo, debido a que no
pasa el filtro renal, y se mantiene en circulacidon tanto si ha sido inyectada como si ha
sido producida por el mismo animal. Recientemente se ha demostrado en ratas, que la
eCG y la hCG producen la liberacion de FSH y LH desde la pituitaria, observandose la
elevacion sérica de las hormonas hipofisiarias 12 h después de la administracion de eCG
(Lecompte y col, 2010). En la yegua, la eCG tiene actividad luteotrofica, provee
estimulacion para el mantenimiento de los CL primarios y es responsable del control de
la formacién y mantenimiento de los CL secundarios. Con el incremento de la eCG, a
menudo la yegua ovulard generandose los cuerpos liteos secundarios. La ovulacion
inducida por esta hormona ocurrira entre los dias 40 y 70 de prefiez, ocurriendo también
luteinizacion en los foliculos antrales que no ovularon. Por lo tanto la eCG posee en la
yegua, un importante impacto sobre la habilidad del ovario para producir P,. Esta

hormona atraviesa la placenta por lo que también son estimuladas la gonadas del feto.
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En adicién a su accion luteotréfica, la eCG posee una fuerte accion semejante a FSH
cuando es administrada a hembras de otras especies. En realidad esta hormona causara
un marcado desarrollo folicular en la mayoria de las especies y es utilizada para inducir
superovulacion (Senger, 2003).

La eCG es utilizada ampliamente en medicina veterinaria como un método
eficaz y de bajo costo para inducir el desarrollo folicular en los ovarios inactivos de
animales sexualmente maduros. Por otra parte, si bien esta hormona posee
predominantemente accion FSH también posee cierta accion LH y en algunas ocasiones
podria provocar ovulacion cuando es administrada (Stabenfeldt y Edqvist 1999) Los
ovarios inactivos que por cualquier causa se encuentran en estado quiescente pueden
entrar en actividad luego de la administracion de eCG. Una sola administracion por via
subcutanea de eCG suele producir crecimiento folicular en la vaca luego de 2 a 5 d, en
esta especie se ha documentado una vida media para esta hormona de 40 h, mientras
que con dosis elevadas se puede producir superovulacion. Se han evaluado en detalle
varios procedimientos de induccion de la ovulacion en vacas, yeguas, ovejas, cabras y
cerdas.

La hCG es una glicoproteina que consta de dos cadenas peptidicas (o, ) y que
contiene galactosa y hexosamina, su peso molecular es de 30.000 y posee una vida
media de 8 a 12 h. Es quimicamente diferente de la hormona luteinizante pero su accion
biologica es muy semejante, teniendo también cierta actividad semejante a FSH. La
hCG se forma en los citotrofoblastos de las vellosidades coridonicas de la placenta
humana y aparece en la orina a las pocas semanas de la concepcion, alcanzando su valor
maximo hacia el dia 50 de gestacion, a partir del cual decrece hasta valores casi nulos.

Desde el punto de vista farmacoldgico la hCG es un producto de bajo costo que causa
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ovulacion en la hembra y estimula las células de Leydig aumentando la produccion de
androgenos en el macho. Su uso en medicina veterinaria es amplio, para provocar
ovulacién en la yegua en el momento de ser servida, como agente terapéutico para
inducir luteinizacion y posible ovulacion en quistes ovaricos en el ganado vacuno y en
la terapéutica para el criptorquidismo en todas las especies. La administracion de hCG

puede estimular los ovarios de cualquier especie animal (Stabenfeldt y Edqvist, 1999).

Ciclo Estral

Con el conocimiento del mecanismo de accidén de las hormonas hipotalamicas,
hipofisiarias, gonadales y del tipo hipofisis anterior asi como con la correcta
comprension de las particularidades del ciclo estral canino, podremos evaluar los
diferentes protocolos existentes para inducir ciclos fértiles en perras. Es necesaria la
total comprension de los diferentes estadios del ciclo reproductivo de la perra, para
poder actuar luego sobre el mismo utilizando diversos estimulos hormonales.

Si se compara a los caninos con otros animales domésticos, se puede observar
que la perra posee varias caracteristicas reproductivas que la distinguen de otras
especies. La perra es monoéstrica con escasa o nula estacionalidad (Hoffman y col,
1996). Luego de la ocurrencia del ciclo estral se produce un periodo de anestro de
duracién variable lo que da como resultado un intervalo entre los ciclos que puede
oscilar entre 5 y 12 meses. El periodo de proestro y comportamiento de estro es
prolongado y variable (3-20 d), el inicio del comportamiento de estro puede ser tan
temprano como 5 d antes de la ovulacion o tan tardio como 3 d después. La ovulacion
ocurre 2 d después del pico de LH. La hembra canina, a diferencia de otras especies,

ovula ovocitos primarios que tardaran 2 o 3 d en madurar en el oviducto momento en el
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cual podran ser fecundados es decir aproximadamente 4 d después del pico
preovulatorio de LH. En contraste a lo que ocurre en otras especies domésticas, la
funcién latea es practicamente igual en la perra prefiada que en la vacia, con la tnica
diferencia que en la perra prefiada la P4 retorna a niveles basales en forma abrupta
inmediatamente antes del parto mientras que en la perra vacia decrece paulatinamente
durante el final del diestro (Hoffman y col, 1996). En esta especie no existe un
mecanismo luteolitico por lo tanto la P4 permanecera elevada durante la fase lutea en la
hembra vacia, aproximadamente 75 d. No se han identificado gonadotrofinas ni P, de
origen placentario que sean secretadas durante la gestacion y los esteroides sexuales son
enteramente de origen ovarico. La liberacion feto-placentaria de PGF induce la
lutedlisis pre parto (Concannon, 2009). Por otra parte, en la perra no gestante, la larga
duracion de la fase lutea resulta en agrandamiento mamario. En las perras al final del
diestro y en concordancia con el descenso de la concentracion de P4 a niveles basales sin
descenso de la concentracion sérica de PRL, puede ocurrir desarrollo mamario con
secrecion lactea y cambios de conducta, condicion clinica denominada seudoprefiez
(Concannon, 2011).

Puede definirse a la perra como monoéstrica, no estacional, politoca, con
ovulacién espontanea, con una fase litea de larga duracién seguida de un anestro
obligado (Concannon, 2011). La fisiologia reproductiva particular de la perra doméstica
hace necesario un acabado conocimiento del ciclo estral y del periodo periovulatorio
para poder realizar un correcto manejo reproductivo, una adecuada implementacion de
la inseminacion artificial asi como el diagnostico y tratamiento de enfermedades
relacionadas con la reproduccion (Concannon, 2003). Estos hechos han impulsado a los

investigadores a estudiar extensamente la biologia reproductiva de la hembra canina en
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los ultimos afios (Concannon y col., 1989; Johnston y Romagnoli 1991; Noakes y col.,
2001).

Como se menciono anteriormente, la perra puede clasificarse como monoéstrica
no estacional lo cual significa que solo ocurrird un estro por ciclo y que el mismo no es
estacional ya que la perra podra ciclar en cualquier momento independientemente de la
estacion (Sokolowski, 1977). Esto da como resultado la ocurrencia de camadas a lo
largo de todo el ano. Si bien el perro doméstico (canis lupus familiaris) y el dingo junto
con otras seis subespecies del lobo gris muestran estacionalidad reproductiva, la perra
doméstica a diferencia de otras especies de canis lupus, ha perdido la fotoperiodicidad
reproductiva observada en lo céanidos silvestres (Concannon, 2009). Algunos autores
discuten un aumento estacional de la actividad sexual en correlacion a lo que ocurre en
otros canidos como el zorro, el coyote, el perro salvaje y el perro basenji africano, que
ciclaran solo una vez por afio y la estacion reproductiva dependera del hemisferio en el
que habiten (Fuller 2001; Jochle y Andersen, 1977). La actividad sexual estacional
ligeramente aumentada durante el periodo primavera-verano podria ser el resultado de
algunos elementos ambientales que estimulan el eje hipotdlamo- hipoéfisis-ovario. Sin
embargo al estudiar los establecimientos de cria puede observarse que en los mismos las
pariciones dependen de factores genéticos y de manejo, ya que existe una preferencia de
los criadores para que las camadas nazcan cuando mejoran las condiciones ambientales,
relacionandose también con las preferencias que establece el mercado de venta de
cachorros. Es asi que los picos de paricion tienden a ocurrir hacia fines del afio
(diciembre) en el hemisferio sur, mientras que son mas tempranos (julio) en el
hemisferio norte. Es por todo esto que para evaluar los patrones estacionales del ciclo

estral de la perra se debe considerar la compleja interaccion de factores genéticos,
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climaticos y de manejo (Feldman y Nelson, 1987). En relacién a lo anteriormente
discutido diferentes estudios realizados han demostrado que el medio ambiente, puede
influir en la estacionalidad del ciclo estral, pero que esta influencia es escasa en la perra
doméstica. Diversos trabajos donde se evaluaron varios criaderos demostraron que los
nacimientos de cachorros ocurren en todos los meses del afio (Fosberg y, Wallen 1992).

La pubertad puede definirse como el momento a partir del cual un individuo es
capaz de reproducirse. En la perra la pubertad puede reconocerse por el comienzo del
primer proestro. El inicio de la pubertad se correlaciona con el momento en que la perra
alcanza la talla de adulto. Por lo tanto puede ocurrir entre los 6 y 10 meses en las perras
de talla pequefia, mientras que en las de talla grande puede demorarse hasta
aproximadamente los dos afios (Sokolowski, 1977). La madurez sexual o maxima
capacidad reproductiva puede ser alcanzada recién en el segundo, tercer o cuarto celo
(Feldman y Nelson, 1987; Johnston y col., 2001). La duracion y las caracteristicas del
proestro y el estro pueden diferir entre las perras puberes y maduras. Es probable que
las perras puberes demuestren un comportamiento de estro menos manifiesto durante la
ovulacion pudiendo ser menor la duracion del proestro y el estro (Wildt y col., 1981).
Asi mismo se ha comunicado que en algunos ciclos de perras puberes, los patrones de
E,, LH y P4 fueron irregulares (Johnston y col., 2001, Wildt y col, 1981). Por otra parte
las perras puberes pueden manifestar celo fragmentado con mayor frecuencia, durante el
cual la hembra mostrard algunos signos verdaderos de proestro-estro, como descarga
vulvar serosanguinolenta, edema vulvar, atraccion del macho y en algunos casos pueden
ser receptivas. Sin embargo no ocurre ovulacion y a los pocos dias los signos regresan
hasta que el estro verdadero comienza luego de varios dias o semanas. No ocurrira la

ovulaciéon durante la primer mitad o falso celo, pero si en el celo verdadero, y si se le da
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servicio en el momento adecuado puede ocurrir concepcion (Feldman y Nelson, 1987).
Las perras puberes, mas frecuentemente que las adultas, mostrardn celos silentes,
durante los cuales ocurrird ovulaciéon pero en ausencia de comportamiento o signos
clinicos notables de proestro-estro (Johnston y col., 2001).

Hace mas de 100 afios Heape describio los estadios clasicos del ciclo estral canino
(Heape 1900). Sin embargo como este hecho fue anterior a la comprension de los
mecanismos hormonales, dicha clasificacion solo se basdé en la fisiologia y
comportamiento sexual de la hembra canina. En la actualidad el ciclo reproductivo de la
perra doméstica (canis lupus familiares), puede describirse en base a los cambios de
comportamiento, clinicos, fisioldgicos, citologicos y endocrinoldgicos ocurridos en ella.
El mismo incluye cuatro estadios: proestro, estro, diestro y anestro, considerandose
como dia cero del ciclo al pico pre-ovulatorio de LH (Concannon, 2011). La duracion
del intervalo interestral es variable pudiendo oscilar entre 4 a 10 meses con un promedio
de 7 meses. Existen diferencias entre perras de una misma raza y entre diferentes razas
(Sokolowski 1977). Si bien las hembras de talla pequena tienden a tener mas ciclos
estrales por ano que las de talla grande, esto no siempre ocurre, ya que el ovejero
aleman tendrd mas ciclos estrales por afio que el Boston Terrier (Johnston y col., 2001,
Sokolowski, 1971). Los intervalos interestrales mas frecuentes que cada 4 meses se
asocian con infertilidad y los que demoran mas de 11 meses con subfertilidad. Las razas
caninas africanas como el Basenji ciclan una vez por afio siendo las unicas razas que
poseen un intervalo interestral normal de mas de 11 meses (Feldman y Nelson, 1987).
Diferencias en la duracion del anestro entre diversas razas y dentro de una raza, entre
diversas familias indica una base genética en las variaciones de los intervalos

interestrales (Okkesns y Kooistra, 2006). La heredabilidad del intervalo interestral ha
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sido estimada en un 35% (Johnston y col., 2001). Asi en perros Collies por ejemplo, el
intervalo interestral es de aproximadamente 36 semanas y en Ovejeros Aleméan es de 20
semanas (Okkens y Kooistra, 2006). Los factores ambientales pueden también afectar la
duracion del intervalo interestral, asi una perra en anestro acortara su intervalo
interestral si se la ubica en las proximidades de una en estro debido al efecto
estimulador de las feromonas (Okkens y Kooistra, 2006).

Como se mencion6 anteriormente el ciclo reproductivo canino puede dividirse
en cuatro estadios (proestro, estro, diestro y anestro) los cuales describiremos a

continuacion.

Proestro

El proestro ha sido definido clinicamente como el estadio del ciclo estral en el
que son facilmente reconocidos en la hembra cambios externos (vulva edematosa y
turgente, con descarga serosanguinolenta de origen uterino) que indican la proximidad
del estro (Johnston y col.,, 2001). Este estadio habitualmente se extiende desde la
primera observacion de sangrado hasta que la perra acepta al macho (Feldman y Nelson,
1987). En las perras maduras, la duracion promedio es de 9 d con un rango de 0 a 27 d

(Bell y Christie, 1971).

Signos clinicos

Durante el proestro, la perra usualmente atrae al macho pero no esta receptiva,
de manera que no permite el servicio. En el proestro temprano, la hembra desalienta
activamente todo intento de copula por parte del macho, puede reaccionar grufiendo,

mostrando los dientes, tirando dentelladas y manteniendo la cola pegada contra el
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periné, entre los miembros posteriores cubriendo la vulva (Dumon y Fontbone, 1992).
Este patron de conducta cambia gradualmente a medida que avanza el proestro y la
perra se torna mas pasiva en su resistencia a la aproximacion del macho. La hembra se
vuelve mas juguetona pero respondera grufiendo cuando el macho intente acercarse a
sus cuartos traseros o se sentara para impedir el servicio. El macho sera atraido por la
presencia de feromonas en la descarga vulvar, la secrecion de los sacos anales y la orina
(Feldman y Nelson, 1987).

El proestro en general pero no siempre esta asociado a cantidades variables de
secrecion vaginal sanguinolenta que proviene del ttero y pasa a través del cuello uterino
ligeramente relajado hacia la bdveda vaginal. Esta hemorragia es el resultado de la
diapédesis y ruptura capilar subepitelial dentro del endometrio (Feldman y Nelson,
1996). El sangrado varia de perra a perra, siendo también variable la respuesta del
animal ya que algunas perras se higienizardn mas que otras, por lo cual serd mas
dificultoso detectar el comienzo del proestro, a esto se afiade en algunas razas como el
collie la presencia de pelo largo y cola caida (Feldman y Nelson, 1987). En ocasiones
una secrecion mucoide parduzca puede observarse antes del sangrado verdadero y
tumefaccion vulvar, algunas hembras cesan el sangrado a medida que avanzan hacia el
estro mientras que en otras la secrecion se decolora y se torna transparente (Dumon y
Fontbone 1992).

A medida que avanza el proestro, la vulva se agranda y esto estd asociado al
edema y tumefaccion de los labios vulvares. En el proestro tardio la vulva estard
hinchada y turgente para luego ablandarse de manera notable en el estro al disminuir la
misma (Feldman y Nelson 1987; Concannon, 2003). Ya hacia el final del proestro

pueden ser observados tres reflejos sexuales: 1) inclinacion hacia arriba o guifio de la
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vulva en respuesta a la friccion de la piel inmediatamente dorsal a la vulva; 2) curvatura
ipsilateral de los miembros posteriores en respuesta a golpes suaves en la piel a la
derecha o izquierda de la vulva; y 3) desviacion contralateral o vertical de la cola en
respuesta a golpes suaves en la piel a cada lado de vulva. Estos reflejos sexuales estan
ausentes en el anestro, aparecen y se incrementan durante el proestro tardio y alcanzan

su pico maximo de expresion durante el estro temprano y medio (Beach y col, 1982).

Hallazgos en la vaginoscopia

La observacién macroscopica de la mucosa de la vagina mediante vaginoscopia
permite observar que en el proestro temprano, la mucosa se torna edematosa, gruesa, de
color rosa palido, con pliegues redondeados, de borde liso que llenan la luz vaginal. El
fluido uterino, a veces abundante es claro y de color rojo brillante. A medida que avanza
el proestro los pliegues se tornan mas turgentes e hiperémicos, mientras que el fluido
observado puede mantener la cuantia del proestro temprano y medio o disminuir

(Feldman y Nelson, 1996).

Perfiles hormonales

Esta fase se encuentra bajo influencia de los Estrogenos (dominancia
estrogénica).El proestro forma parte de la fase folicular y las fluctuaciones hormonales
ocurridas en este estadio se relacionan con la concentracion creciente de estrégenos
relacionada con el desarrollo folicular. Los estrogenos son sintetizados y secretados por
los foliculos ovéaricos en desarrollo que crecen por influencia de las hormonas
gonadotroficas hacia el final del anestro. En el anestro los foliculos comienzan a crecer

en forma continua, pero no logran madurar sin el apoyo hormonal de la pituitaria.
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Aquellos foliculos que desarrollan en el momento que coincide con la estimulacion
gonadotrofica (aumento de LH) maduran y son capaces de sintetizar y secretar
estrogenos. En el proestro temprano los foliculos miden 2-3 mm y llegan al final de este
estadio a 5-8 mm (Concannon, 2009). El E; es el responsable de los cambios de
conducta, secreciéon vaginal, atraccion del macho, preparacion del utero para la
gestacion y otros cambios del proestro.
Las concentraciones circulantes de E, durante el anestro suelen ser de 5 a 15
pg/ml (Concannon 2009; Feldman y Nelson 1996; Johnston y col.,, 2001)
Inmediatamente antes del proestro clinico se produce un incremento por encima de 15
pg/ml, durante este periodo ocurre un importante incremento en la produccién de
andrégenos, presumiblemente por las células de la teca y que sirve como precursor para
el incremento del E,. El aumento de andrégenos se evidencia como elevaciones
periféricas de testosterona y androstenediona que acompanan los aumentos del E; y que
alcanzan picos de 800 y 300 pg/ml respectivamente (Concannon 2011; Concannon y
Castracane, 1985). Las concentraciones séricas de E, comienzan a elevarse 15 d antes
del pico de LH y alcanzan sus valores maximos (79,1 £ 9,2 pg/ml) 24-48 hs antes del
pico de LH (Onclin y col, 2002). El proestro temprano cursa con concentraciones
séricas de E, mayores a 25 pg/ml y en el proestro tardio alcanza picos que suelen
superar los 60 a 70 pg/ml, con un rango de 40-120 pg/ml, para retornar en forma
progresiva a los niveles basales durante los proximos 5 a 9 d. El pico de concentracion
sérica de E; se produce 24 a 48 h antes de que ocurra la aceptacion del macho y

comience la declinacion de las concentraciones de esta hormona (Figura 1.2, Figura

1.3).
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Figura 1.2. Cambios de conducta, citologia vaginal y variaciones hormonales durante el
proestro y estro en la perra (Feldman y Nelson, 1987).
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Figura 1.3. Cambios de la citologia vaginal y variaciones hormonales durante el ciclo estral de la perra (Jhonston y col, 2001).
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Las concentraciones de P4 se encuentran basales (< 0,5 ng/ml) durante todo el
proestro salvo en las ultimas 12 a 48 h. El final del proestro y el comienzo del estro
estan caracterizados por concentraciones séricas de P4 que se elevan por encima de 0,5
ng/ml, al mismo tiempo que la concentracion sérica de E, deisminuye. Este incremento
de la P4 sérica esta relacionado con la luteinizacion preovulatoria de los foliculos (Olson
y col, 1982). Es importante remarcar que ya durante el proestro medio, los foliculos de
la perra doméstica muestran evidencia morfologica de luteinizacion (Zhou y col, 1996).
Los niveles séricos de LH permanecen cerca de los valores basales durante la mayor
parte del proestro, habiéndose comunicado valores superiores a estos en el anestro
tardio y proestro temprano (Olson y col., 1982, Wildt y col., 1978).

Durante el proestro, los niveles de LH se vuelven progresivamente mas bajos y
sus pulsos menos detectables o no detectables debido al feedback negativo inducido por
los E, (Concannon, 2009). Las concentraciones de LH al final del proestro (entre 28 h'y
72 h antes del pico de LH) poseen un valor promedio de 1,9 ug/L. Las concentraciones
de gonadotrofinas elevadas en el proestro temprano retornan a niveles basales hasta la
préxima onda en el comienzo del estro (Feldman y Nelson, 1987). Las concentraciones
de FSH disminuyen durante el proestro, (Olson y col., 1982) probablemente en relacion
a la retroalimentacion negativa sobre FSH ejercida por una hormona producida por el
foliculo ovarico en desarrollo denominada inhibina (Mondain-Monval y col., 1993).
Entre 28 y 72 h antes del pico preovulatorio, la FSH alcanza valores promedio de 1,6
UI/L. El proestro finaliza cuando comienza la conducta receptiva entre 0,5 y 3 d
después del pico de E,. Endocrinolégicamente el proestro termina con la ocurrencia de

la onda preovulatoria de LH (Concannon, 2011).
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Olson y col (Olson y col., 1982), comunicaron elevadas concentraciones de
prolactina cinco dias previos a la onda preovulatoria de LH, (Jones y Boyns, 1976)
comunicaron que el E, estimula la liberacion de prolactina desde la pituitaria, por lo

tanto altas concentraciones de PRL, podrian ser esperadas durante el proestro (Olson,

1982).

Citologia vaginal

La apariencia de las células exfoliadas de la vagina refleja el aumento de las
concentraciones séricas de E,. En las muestras de citologia vaginal obtenidas durante el
proestro temprano se observa una imagen similar a la del anestro tardio, pero con una
gran diferencia, la presencia de sangrado vaginal, por lo tanto se observara un nimero
variable de eritrocitos junto con escasas células parabasales, numerosas células
intermedias y escasas células intermedias superficiales. Es corriente observar
neutrofilos aunque en bajo nimero, pudiendo también estar presentes bacterias en
pequeiias o grandes cantidades. El fondo de estos extendidos a menudo tiene aspecto
sucio debido a la presencia de secreciones cervicales y vaginales viscosas. En el
proestro medio, el primer indicio de un efecto estrogénico continuo sobre la citologia
vaginal es la desaparicion de los neutrofilos. Estas células entran a la luz vaginal a
través del epitelio vaginal pero luego ya no pueden atravesar la pared vaginal de
multiples capas inducida por los E,, los neutréfilos no deberian ser observados
nuevamente hasta el diestro. El nimero de células parabasales e intermedias pequenas
disminuye y son reemplazadas por células intermedias grandes e intermedias
superficiales. Los eritrocitos pueden o no estar presentes y el fondo es sucio o claro. En

el proestro tardio el frotis vaginal no contiene neutrofilos, la presencia de eritrocitos es
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variable y el fondo es claro. Mas del 80% de las células vaginales son superficiales con

nucleos picnoticos o anucleadas (Feldman y Nelson, 1987; Johnston, 2001, Figura 1.4).
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Figura 1.4. Cambios en la citologia vaginal y estrogenemia durante el ciclo estral de la
perra (Feldman y Nelson, 1987).

Estro

El comienzo del comportamiento de estro se caracteriza por la receptividad de la
hembra que permite el servicio y la aparicion de reflejos posturales especificos. El
primer dia que la hembra permite la copula es el comienzo del periodo de

comportamiento de estro y esta fase finaliza cuando esta ya no acepta el servicio

(Feldman y Nelson, 1996).

Signos clinicos
El comienzo de periodo receptivo a menudo coincide con la onda de LH, aunque
puede ocurrir 1-4 d después o en algunas ocasiones nunca producirse a pesar de perfiles

hormonales normales y ovulaciones fértiles demostradas por la ocurrencia de prefiez
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luego de la inseminacion artificial. La causa de esta desconexion entre la onda de LH y
el comportamiento de aceptacion del macho atin no se conoce pero indica que existen
diferentes vias nerviosas con diferente sensibilidad a los cambios en la relacion E,: Py
(Concannon, 2009).

Los cambios de conducta relacionados con el estro son los de una creciente
receptividad al macho. Las perras se agachan y elevan el perineo hacia el macho. La
presion sobre o cerca de la grupa hard que la cola sea corrida hacia lateral y se hace
evidente la tension del tren posterior para sostener el peso de la monta (Feldman y
Nelson, 1996). La perra en celo puede ser pasiva y aceptar al macho o puede abordarlo
activamente. Se ha considerado que la perra solo aceptara un macho dominante y
rechazara a los sumisos; de esta manera la hembra llevada al territorio del macho tiene
mas probabilidades de mostrar sumision y recepcion (Concannon, 2003). La vulva
continlia aumentada de tamafio pero el edema disminuye siendo entonces mas flacida
que en el estadio anterior para favorecer la penetracion del macho. La descarga vulvar
disminuye en grado variable y contiene menos sangre que en el proestro, por lo que se
vuelve de coloraciéon mas clara, sin embargo algunas hembras pueden tener descarga
sanguinolenta sin variaciones de color entre el estro y el proestro. En ocasiones, la
secrecion vaginal puede contener suficiente glucosa como para obtener un registro
positivo en las tiras reactivas para orina. Esto puede estar causado por las crecientes
progesteronemias que promueven intolerancia a los carbohidratos mediante la

estimulacion de la GH inducida por la progesterona (Feldman y Nelson, 1996).
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Hallazgos en la vaginoscopia

Luego del pico preovulatorio de LH, los pliegues de la mucosa desarrollan
surcos en su superficie, con borde arrugado, el color es mas palido y su tonalidad es
grisacea, disminuye el edema y ya no ocupan toda la luz vaginal (Feldman y Nelson
1996; Johnston y col, 2001). Se puede observar que los pliegues pierden
progresivamente el edema, ya no ocupan toda la luz, son mas bajos y se hacen menos
turgentes a medida que se acerca la ovulacion (Concannon, 1989; Lindsay, 1983). Estos
cambios observados en la mucosa vaginal ocurren como respuesta a la abrupta
declinacion en el rango E,: P4, la maxima crenulacion suele observarse entre los dias 4 y
5, si se considera dia cero al dia del pico pre ovulatorio de LH (Concannon, 2011).

La duracién promedio del celo (comportamiento de estro) es de 9 d con un
promedio de 4 a 24 d (Bell y Christie, 1971). Debido a las variaciones observadas en el
comienzo del comportamiento de estro en relaciéon a la ovulacion es preferible tanto
para fines clinicos como de investigacion considerar un estro endocrinologico. Este
comienza con el pico de LH y termina cuando la observacion del extendido vaginal
indica el primer dia del diestro, momento en que la mayoria de los ovocitos oviductales
han degenerado. La abrupta caida en el porcentaje de células superficiales que indica el
comienzo del diestro, ocurre en promedio, 8 d después del pico de LH. Pudiendo ocurrir
tan temprano como 6 y tan tarde como 11 d después del pico de LH. Tanto la fertilidad
como el namero de ovocitos fértiles declinan rapidamente entre los dias 6 y 9 luego del

pico de LH (Concannon, 2003).
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Perfiles hormonales
La estrogenemia alcanza su pico, 1 o 2 d antes del comienzo del estro. El estro
estd asociado con una continua declinacion de las concentraciones séricas de E,. La
perra comienza a ser receptiva cuando la concentracion sérica de E, cae a niveles
basales y la concentracion sérica de P4 supera los niveles basales es decir alcanza
niveles superiores o iguales a 2 ng/ml alcanzando luego valores de 4-10 ng/ml lo cual
marca el comienzo de la fase lutea (Concannon 1989, Johnston y col., 2001). Es
probable que la disminucién en la relacion E,: P, tenga también un efecto en la
secrecion de feromonas responsables de la atraccion del macho (Concannon, 2009). De
esta manera las concentraciones de P4 el dia del pico de LH estaran entre 0,8 y 3,0
ng/m, dos dias después cuando ocurre la ovulacion los valores se encontraran entre 1,0
y 8,0 ng/ml (Concannon, 2003). La disminucion de las concentraciones séricas de E, es
un reflejo del proceso madurativo final de los foliculos varios dias antes de la ovulacion
(Feldman y Nelson, 1987). La declinacion de las concentraciones séricas de E,, precede
e influye sobre el pico de LH que ocurre el dia 0 del ciclo y antecede a la ovulacion
(Concannon y col, 1979). Existe evidencia de que el pico de LH es iniciada por la
declinacion en las concentraciones séricas de E, y es facilitada por el incremento
simultaneo en las concentraciones de P4 (Concannon, 1993; Concannon, 2003).

Es asi que la combinacién de concentraciones séricas crecientes de P4 y
decrecientes de E, estimula dos eventos mayores. El primero es el cambio en la
conducta de la hembra que se vuelve receptiva y el segundo es la retroalimentacion
positiva que estimula un pico de FSH y LH cuando comienza la aceptacion del macho.

Las concentraciones séricas de androstenediona se encuentran elevadas y con

variaciones (73 £ 13 ng/dl) cerca del pico de LH, declina durante el estro y aumenta
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nuevamente alcanzando valores de entre 40 y 127 ng/dl entre los dias 6 y 18 tanto en
perras prefiadas como vacias para declinar nuevamente alrededor del dia 20 (Concannon
y Castrance, 1985). Si bien se observaron elevaciones de testosterona y androstenediona
durante la fase folicular, en la fase lutea s6lo se observo incremento de androstenediona
(Concannon y Castrance, 1985). Ademas se observo un pico preovulatorio de PRL, que
fue también reportada en otras especies como ratas, ovejas (de Gier y col., 2006).

La P4 aumenta poco a poco durante el proestro, desde sus valores basales de 0,2-
0,4 ng/ml a valores pre-ovulatorios de 0,6-1,0 ng/ml, lo que refleja la luteinizaion
parcial de los foliculos visible histologicamente 6 d antes del pico de LH (Concannon,
1993). Luego la P4 sufre un incremento rapido y manifiesto (> 0,9 y en general de 1,0-
2,0 ng/ml) concomitante con el pico de LH y la intensa luteinizacion pre-ovulatoria de
los foliculos. Es decir que las células luteinizadas capaces de sintetizar y secretar Py, son
funcionales antes que aparezca el CL. Estas células son las responsables de la elevacion
pronunciada inicial de la P4 sérica asociada con el inicio de la aceptacion del macho. La
declinacion del nivel de E, junto con el aumento de la P4 sérica puede ser necesaria para
la conducta estral de receptividad maxima (Feldman y Nelson, 1996). Se considera
también que esta combinacion hormonal inicia el pico de LH en la perra (Concannon y
col,, 1979). Las concentraciones séricas de LH desde el comienzo del pico pre-
ovulatorio hasta la concentracion maxima fluctian entre 4,0-40,0 ng/ml, dicho pico
ocurre 1-3 d después del pico de estradiol (Concannon y col., 1975). El pico de LH
posee una fase de elevacion de 12 a 24 h de duracién y una de descenso de 12 a 36 h
con un promedio de duracién de aproximadamente 1,5 d (Concannon, 2009). El pico
preovulatorio de LH es relativamente mas largo, en comparacion con lo que ocurre en

otras especies como los bovinos en los que posee una duracién de 8 h (de Gier y col.,
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2006). Durante el pico pre ovulatorio de LH aumentan simultineamente FSH y LH. La
elevacion de FSH resulta en un pico 0,5-1 d después del pico de LH y la fase de
declinacion hasta los niveles basales es 1-2 d mas larga que para LH. Por lo que la
duracién del pico de FSH es mayor que el de LH. Mientras que para FSH el pico de
elevacion es dos veces la media de los valores del anestro, para LH es de 10-100 veces
la media de los valores del anestro (Concannon, 2009). El pico de LH es seguido por el
inicio de la ovulacion 24 a 48 h mas tarde, para luego producirse la formacion del CL.
La concentracion de P4 sérica aumenta constantemente en estos dias y continia
incrementandose por 1 a 3 semanas. Es asi que el estro es un periodo en el que ocurre
progresiva caida de E,, progresivo aumento de la P, y un pico breve (12 a 24 h de
duracion) de liberacion de LH (Jeffcoate, 1998).

Algunos cambios hormonales y de comportamiento, relacionados con el
comienzo del estro pueden ser variables. Mientras que algunos investigadores han
reportado que el pico de LH ocurre el primer dia que aparecen los signos de estro otros
no hallaron esta correlacion (Olson y col., 1982; Wildt y col., 1978). En algunas
hembras el comienzo del comportamiento de estro puede ocurrir tan temprano como 2-3
d antes del pico de LH, mientras que en otras no comienza hasta 4 o 5 d después del
pico de LH. La duracién del pico preovulatorio de LH puede variar, con rangos de 24 a
96 h (Johnston y col., 2001; Olson y col., 1982; Wildt y col., 1978). Luego del pico de
LH, las concentraciones de esta hormona permanecen bajas con valores semejantes a los
del anestro, proestro temprano o diestro debido a la deplecion de la LH pituitaria (Olson
y col., 1982). La ovulacion ocurre aproximadamente 2 o 3 d después de que ocurre la
onda preovulatoria de LH. La perra ovula ovocitos primarios, por lo tanto, no podran ser

fertilizados hasta 48 o 72 h luego de ocurrida la ovulacion, cuando se produce la primer
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division meidtica y se transforman en secundarios. En este momento los ovocitos han
descendido dos tercios a través de los oviductos y se encuentran listos para ser
fecundados (Phemister y col., 1973). Estos ovocitos secundarios seran viables durante
24-48 h en la mayoria de las perras, durante 72-96 h en algunas hembras y pueden llegar
en unas pocas a ser viables durante 120 a 144h (Concannon, 2011).

El incremento gradual de las concentraciones séricas de P, resultantes de la
luteinizacion preovulatoria de los foliculos continta hasta después del pico de LH,
cuando sufre el incremento mas importante. Los canidos parecen ser los Uinicos en
mostrar comportamiento de estro en la fase de altas concentraciones de progesterona.
Esta variacion en las concentraciones de P4 durante el estro puede ser utilizado, junto
con otros parametros como citologia vaginal, vaginoscopia y determinacion de LH para
estimar ¢l momento de ovulacion (Johnston y col., 2001; Jeffcoate, 1998). Se ha
demostrado que la perra normal tiene un aumento de los niveles séricos de testosterona
durante el proestro. La testosterona alcanza la maxima concentracioén cerca de la onda
preovulatoria de LH y la conducta de receptividad. Luego de esto los niveles declinan

(Olson, 1984a).

Citologia vaginal

Durante el celo, la citologia vaginal se mantiene constante, no existen
modificaciones que sugieran el pico de LH o de ovulacion o el momento de la
fertilizacion. Las células superficiales nucleadas y anucleadas representan mas del 80%
del las células vaginales totales y a menudo alcanzan el 100%. No se observan
neutrdfilos, los eritrocitos pueden o no estar presentes y el fondo del extendido estéd

limpio. Si bien el porcentaje de células superficiales puede fluctuar, nunca serd menor al
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60% y por lo general se mantiene entre el 80% y el 100%. La citologia vaginal es un

parametro que por si solo es de poca utilidad para predecir el primer dia de estro (Olson,

1982b; Figura 1.2).

Diestro

Signos clinicos

El diestro comienza con el cese del celo, la perra rechaza al macho, al tiempo
que es menos atractiva. La descarga vaginal disminuye hasta desaparecer al igual que el

edema vulvar.

Hallazgos en la vaginoscopia.

En la vaginoscopia se observa que los pliegues de mucosa se tornan delgados,
lisos y flacidos. El mucus es de color amarronado y filamentoso (Concannon, 1989;
Feldman y Nelson, 1996; Lindsay, 1983).

El primer dia del diestro es facilmente identificado por la mayoria de los
veterinarios realizando citologia vaginal. En este momento la perra ya no esta en su
periodo fértil por lo que este método puede utilizarse retrospectivamente, para saber si
el servicio fue realizado en el momento adecuado, pero no para determinar el momento

optimo de servicio.

Perfiles hormonales
Las células del CL canino, aparentemente estdn pre-programadas para crecer
diferenciarse y sobrevivir durante el periodo de tiempo de una gestacion normal, con

un promedio de 65 dias. Las células luteas desarrollan rapidamente a partir de sus
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progenitoras en la teca y/o granulosa por mitosis e hipertrofia, junto con el crecimiento
de capilares y estroma que llenara todo o casi todo el antro luteo por 10-15 d en la
mayoria de los casos. Durante la luteinizacion de los foliculos, se puede observar en
cortes histoldgicos, que la misma involucra la pérdida de la integridad morfologica de
las células de la granulosa y el crecimiento y conservacion de la morfologia de las
células de la teca interna, esto sugiere que es esta ultima la que contribuye en mayor
parte a la formacién del CL en los caninos. Tanto la LH como la PRL actiian como
hormonas luteotroficas a partir del dia 14 o antes. El titero no gestante carece de efecto
sobre la funcion lutea y la histerectomia no alarga la fase lutea. Por otra parte a
diferencia de lo que ocurre en otras especies, no existe un mecanismo uterino
luteolitico que acorte el ciclo en ausencia de gestacion. Sin embargo la PGF es
luteolitica después del dia 20 y puede suprimir la produccion de P4 y por lo tanto
inducir el aborto (Concannon, 2009).

La duracién de la fase Iutea en las perras no prenadas es mayor que en las
prefiadas, y juega un rol importante en la duracién del intervalo interestral en las
perras, en las que los niveles de P4 por encima de 2 ng/ml previenen el incremento pre-
proestro en los pulsos de GnRH. La duraciéon del anestro puede en parte ser
dependiente de la duracion de la fase latea (Concannon, 2009).

Se ha comunicado cierta influencia racial en la duracion de las fases del ciclo en
los perros. Los perros de raza Ovejero Aleman presentan intervalos interestrales mas
cortos, fases luteas y periodos de anestro mas cortos que en otras razas (Gunzel-Apel y
col., 20006).

Las concentraciones de P4 sérica aumentaran rapidamente por encima de

1 02 ng/ml 72 a 96 h antes de la ovulacion y continuaran aumentando durante el estro
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alcanzando picos de 15 a 90 ng/ml durante 15 a 30 d después del pico de LH
(Concannon, 1989). Luego las concentraciones de Ps comenzaran a declinar
gradualmente durante las proximas 5 o 6 semanas (Figura 1.3). Las perras normales no
gestantes que han pasado el celo poseen CL funcionales a pesar de la ausencia de
gestacion, el CL de las perras no gestantes posee un periodo funcional mayor que el de
las gestantes (Olson, 1984b). Siempre ocurrird una importante estimulacion del tejido
mamario a causa de la P4 y este desarrollo mamario puede persistir 1 o dos meses
después de que los niveles de P4 retornaron a sus valores basales (Concannon, 2003).
Una vez transcurrido el periodo de meseta de la concentracion de P4 sérica diestral,
sigue una declinacion prolongada de la funcion lutea. La fase lutea finaliza
abruptamente en la perra gestante con el parto (aproximadamente 65 d pos
fertilizacion). Mientras que en la no gestante la fase latea cae lentamente durante un
lapso adicional de 10 a 20 d (Feldman y Nelson, 1987; Feldman y Nelson, 1996). Es
decir que la duracion del diestro serd de 2 a 3 meses en ausencia de prefiez (Feldman y
Nelson, 1987; Feldman y Nelson, 1996). Las concentraciones de P4 sérica son
semejantes en hembras prefiadas y en hembras no prefiadas en diestro. Se observo que
las concentraciones de P, sérica seran levemente mayores en perras prefiadas, pero las
diferencias individuales hacen que la medicién sérica de esta hormona no sea de
utilidad en el diagnoéstico de prefiez (Concannon y col., 1975).

En esta especie el mantenimiento de la prefiez depende de la produccion ovarica
de P4 (Sokolowski, 1971). El CL parece ser la unica fuente de P4 durante la prefiez y la
induccién de lutedlisis en cualquier momento de la gestacion causa interrupcion de la
prefiez o parto prematuro (Wildt y col., 1978). La caida abrupta de la P4 a valores por

debajo de 1 a 2 ng/ml ocurre antes del alumbramiento y es necesaria para que ocurra un
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parto normal. Puede observarse desarrollo mamario durante el diestro, tanto en hembras
prefiadas como no prefiadas debido al aumento de la P4 circulante (Johnston y col.,
2001). Se requiere la secreciéon normal de PRL para que se produzca el pico de
secrecion de P4 entre los dias 8 y 30 de gestacion y parece ser un requerimiento absoluto
para la secrecion de P4 después del dia 30 (Concannon, 2003). Los trabajos realizados
indican que el CL requiere soporte de luteotropinas durante el diestro, siendo este
imprescindible a partir del dia 21 (England, 2004). En perras, la LH y la PRL son
luteotroficas aproximadamente a partir de la segunda semana después de la ovulacion y
durante toda la fase lutea tanto en hembras prefiadas como en no prefiadas. Si bien
algunos autores han sugerido que la LH juega un rol secundario al de la prolactina
(Vestergen y Onclin, 2008). Existe evidencia que sugiere que por el contrario la LH
juega en rol central y activo en la funcion lutea (Concannon, 2009). La disminucion en
la P4 circulante como consecuencia de una inmunoneutralizacion de LH o la
disminuciéon de la PRL por agonistas dopaminérgicos como bromocriptina, lleva a
algunos investigadores a concluir que en perros, la funcion latea durante la ultima mitad
del diestro requiere tanto de LH como de PRL (Concannon, 1987). Por otra parte, otros
investigadores sostienen que la PRL pero no la LH es necesaria durante la segunda
mitad del periodo luteo (Okkens y col., 1990). En la perra, la funcion luteal durante la
primera mitad del diestro puede ser menos dependiente de la pituitaria (Johnston y col.,
2001). La razén de esta diferencia es atin desconocida, pero se sabe que no es debida a
las fluctuaciones en los receptores para LH y PRL en el tejido lutea (Fernandes y col.,
1987). La concentracion de PRL se incrementa en las perras no prefiadas
concomitantemente con la disminuciéon de la P4 (Concanon, 1993), un fenomeno a

menudo asociado con la ocurrencia de seudoprefiez (Gerres y Hoffman, 1994). Se
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observo también que la concentracion de receptores de PRL en el cuerpo luteo se
mantiene constante durante el diestro (Concannon, 2009; Fernandes y col, 1987). Se

podria concluir entonces que la regresion del cuerpo liteo ocurre independientemente

de la disponibilidad de PRL.

Citologia vaginal

La citologia vaginal de una perra que entra en el diestro estd claramente
demarcada de la que se observa en una perra al final del estro, ya que el porcentaje de
células superficiales cae hasta casi el 20% y el resto de las células son por lo general
intermedias. Esto marca un cambio abrupto y evidente en la citologia. Pueden
reaparecer los leucocitos en el frotis, pero esto no siempre ocurre. Algunas veces
pueden observarse células metaestrales, que son células epiteliales vaginales con uno o
dos neutrofilos en su interior, pero también pueden ser observadas en otros momentos
del ciclo en los que se encuentren neutrofilos y células espumosas que son células
epiteliales vaginales con citoplasma espumoso. Luego de los primeros dias del diestro,
la citologia vaginal es similar a la del anestro con leucocitos y eritrocitos en cantidades
escasas y las células epiteliales corresponden a intermedias y parabasales (Beach y col.,

1982; Feldman y Nelson, 1996; Figura 1.4).

Anestro
La transicion de la fase lutea al anestro es gradual y en general se considera el
final de la primera cuando las concentraciones de progesterona se encuentran por debajo

de 1 ng/ml. La duracion del anestro varia entre las perras, por variaciones de origen
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genético y en la duracion del intervalo interestral debidas por ejemplo a diversas

condiciones medioambientales y de salud (Concannon, 2003; Okkens y Kooistra, 2006).

Signos clinicos

Es la fase de reposo del ciclo reproductivo canino que puede ser definida sobre
la base de los signos clinicos y de comportamiento. La perra en anestro, no atrae al
macho y no estd receptiva para el servicio. La vulva es pequena y la descarga vaginal
escasa o ausente. En la hembra no prefiada, no existe una demarcacion clinica obvia

entre el diestro y el anestro.

Hallazgos en la vaginoscopia

En el estudio vaginoscopico de la mucosa se pueden observar pliegues delgados,
flacidos y palidos. La mucosa es delgada fragil y de apariencia rosada debido a que se
pueden observar los vasos sanguineos que se encuentran por debajo (Concannon, 2003).
La duracion del anestro es variable y depende de la edad, salud, raza y otros factores. En
la perra promedio durard aproximadamente 16 a 18 semanas Si bien pueden ocurrir

extremos de 8 a 40 semanas (de Gier y col., 20006).

Perfiles hormonales
Endocrinolégicamente, el anestro suele ser definido como el periodo que sigue
al diestro, cuando las concentraciones de progesterona sérica alcanzan niveles basales

por debajo de 0,5 a 1,0 ng/ml.
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La progresion desde el anestro temprano al tardio en la perra, se caracteriza por
el incremento en la liberacion de GnRH desde el hipotalamo. Asi, en el anestro tardio,
se produce el aumento en la liberacion pulsatil desde el hipotdlamo de GnRH que
induce la liberacion de gonadotropinas pituitarias, FSH y LH cuya pulsatilidad
aumentan con la proximidad del proestro (Concannon y col., 1986; Olson 1984a;
Feldman y Nelson 1996; Shille y col., 1987). A medida que avanza el anestro, se
produce un aumento de la sensibilidad de la pituitaria a GnRH y de la respuesta del
ovario a las gonadotrofinas (Okkens y Kooistra, 2006). Luego de la estimulacion
pituitaria, el patron de liberacion sera rapido y transitorio para LH y lento y sostenido
para FSH (Feldman y Nelson, 1996; Figura 1.3). Las concentraciones séricas de FSH
aumentan, alcanzando en el anestro tardio niveles semejantes a los observados durante
la onda preovulatoria de FSH durante el estro. Concannon (1993, 2009) y Hoffman y
col. (1996), mencionan que el incremento de LH al final del anestro es el principal
factor involucrado en la reanudacién de una completa funcioén ovarica y la FSH que se
encuentra presente durante la mayor parte del anestro podria no ser bioldgicamente
activa.

Durante la mayor parte del anestro, la LH permanece en valores basales, <
Ing/ml, y a medida que se acerca el anestro tardio los pulsos son de 2-25 ng/ml cada 6 a
24 h y en los ultimos 14 d si bien mantienen la amplitud, disminuyen los intervalos que
ahora son de 60-90 minutos, para finalmente elevarse por encima de 3 ng/ml. Sesenta
dias antes del proestro ocurre un aumento mucho menos pronunciado de FSH
(Concanon, 2009).

Por otra parte Okkens (2006) y Onclin (2002), observaron que el incremento de

FSH circulante es el evento clave en la foliculogénesis y por lo tanto en la terminacioén
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del anestro (Okkens y Kooistra, 2006). Las concentraciones de LH y FSH aumentan
dramaticamente en hembras ovariohisterectomizadas cuando se las compara con las
perras en anestro (Olson y col., 1992). Las concentraciones de E,, durante el anestro
permanecen bajas observandose un pico de secrecion aproximadamente un mes antes
del pico pre ovulatorio de LH aumentando luego, en el proestro con el desarrollo
folicular (Jeffcoate 1992; Jeffcoate 1993; Olson y col., 1982).

La PRL podria influenciar el fin del anestro y el inicio del proestro, sus niveles
séricos han sido comunicados como variables a lo largo del proestro (Olson, 1982).
Existen diversos trabajos que han logrado buenos resultados al utilizar agonistas
dopaminérgicos en la induccion de celo. Sin embargo trabajos mas recientes indicarian
que solo el descenso de la prolactina no seria suficiente para lograr el fin del anestro,
por lo cual bromocriptina y cabergolina lograrian el inicio del proestro por otros

mecanismos. (Kooistra y col, 2001; Spattani y col, 2007; Vetergen y col, 1999)

Citologia vaginal

En los extendidos vaginales predominan las células parabasales y las intermedias
pequenas. Los neutréfilos pueden o no estar presentes y los eritrocitos suelen no
observarse. Pueden o no encontrarse bacterias y la apariencia del fondo del extendido

puede ser clara o sucia (Feldman y Nelson, 1996; Figura 1.4).

Induccion de ciclos estrales
El conocimiento de las diversas hormonas que participan en la reproduccion asi
como las caracteristicas peculiares del ciclo reproductivo canino nos permitira evaluar

los diversos métodos para inducir ciclos fértiles. Podremos asi implementar el uso de
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nuevos protocolos en un intento de lograr mejores resultados. Los avances logrados en
los ultimos afios en el conocimiento de la biologia reproductiva de la perra doméstica,
junto a la disponibilidad de nuevos productos hormonales ha permitido mejorar el
manejo del ciclo estral de la hembra canina. El aumento del valor y las posibilidades de
comercializacion de los cachorros de pura raza, asi como la creciente importancia de la
cria canina tanto desde el punto de vista econdmico, recreativo o para la obtencion de
perros de trabajo ha impulsado el estudio y desarrollo de diversos métodos orientados al
manejo del ciclo estral de la perra. En concordancia con estos hechos, una practica en
continuo estudio y desarrollo es la induccién de ciclos fértiles que hagan posible el
nacimiento de cachorros en relacion a las necesidades del criador. También, la
induccién de ciclos estrales puede implementarse en aquellas perras con diagndstico de
intervalos interestrales prolongados no relacionados con enfermedad subyacente que
pueda considerarse la causa de los mismos. La mayoria de los protocolos utilizados
fueron evaluados en perras normales, por esto al implementarse en hembras con
problemas subyacentes que afecten el normal funcionamiento del eje hipotalamo-
pituitaria-ovario los resultados son pobres.

La induccidén de ciclos estrales para lograr nacimientos en épocas del afio en que
aumenta notablemente la demanda de cachorros en el mercado (navidad, dia del nifio,
etc.), permite concentrar las pariciones de un gran nimero de perras en estos periodos
del afio. Este hecho se encuentra intimamente relacionado con la obtencién de mejores
precios por la venta de cachorros.

Como ya se ha discutido, el ciclo estral de los canidos difiere de manera
considerable del de otras especies. En la perra doméstica, la fase folicular y ovulacion

espontanea son seguidas de una fase litea con una duracion promedio de 75 d (Johnston
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y col., 2001). Un periodo de anestro no estacional y de duracion variable, (2-10 meses),
le sigue a cada ciclo estral (Bouchard y col., 1991). Los factores que regulan la duracion
del anestro y terminacién del mismo y el comienzo de una nueva fase folicular en las
perras aun no se comprenden en su totalidad. En perras normales la progresion desde el
anestro temprano al tardio, se asocia con el incremento en la concentracion plasmatica
de FSH, luego de un aumento de la pulsatilidad de GnRH siendo este un evento critico
para la iniciacion de la foliculogénesis (Kooistra y col., 1999). También se ha observado
durante esta transicion un aumento en la sensibilidad de la pituitaria a la GnRH
(Johnston y col., 2001), un aumento en la respuesta ovarica a las gonadotrofinas
(Jeffcoate, 1993), un incremento en las concentraciones plasmaticas de LH hacia el final
del anestro (Olson y col., 1982) y un breve periodo de aumento pulsatil de LH,
considerandose a estos eventos determinantes en el inicio de una nueva fase folicular
(Concannon y col., 1986).

Por otra parte se ha sugerido que los cambios en la secrecion de LH pueden ser
mas importantes que los cambios en la secrecion de FSH para el inicio de una nueva
fase folicular que conduciré a la ovulacion (Feldman y Nelson, 1996; Johnston, 2001).
Es también importante observar que se produce un aumento en las concentraciones de
E, antes del comienzo del proestro, unos 30 d antes del estro, la significancia de este
incremento aun no esta bien entendida, pero puede ser el principal estimulo sobre el eje
hipotalamo-pituitaria-ovario para iniciar la liberacion pulsatil de LH. Este mecanismo
de accion es confirmado por la induccion de celos fértiles lograda en perras luego de la
administracion de DES (Jeffcoate, 1993; Olson y col., 1992).

La induccion de ciclos y la reduccion del intervalo interestro pueden realizarse

en la perra mediante cuatro alternativas (Concannon y Vestergen, 1997). La primera
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alternativa incluye la utilizacién de una combinacion de gonadotrofinas con o sin DES
(eCG y hCG o hMG), gonadotrofinas de la pituitaria (FSH y LH) o DES y FSH. La
segunda alternativa incluye la utilizacion de GnRH y sus agonistas (buserelina y
cistorelina) o superagonistas (nafarelina, lutrelina), para estimular la liberacion de
hormonas gonadotrépicas enddgenas de la hipdfisis. La tercera alternativa incluye la
utilizacion de prostaglandinas para inducir lutedlisis y acortar el diestro. La cuarta y
ultima alternativa incluye la terminacion del anestro mediante la utilizacion de los
agonistas dopaminérgicos (bromocriptina, cabergolina, metergolina) que actian
inhibiendo la PRL y acortando asi los periodos interestrales (Johnston y col, 2001;

Tabla 1.1).

Gonadotrofinas

Las gonadotrofinas disponibles comercialmente y utilizadas en perros son la
FSH, la eCG, la LH porcina, la hCG y la hMG (de la Sota y col., 2002).

Los métodos de induccion utilizando gonadotrofinas exdgenas comprenden: 1)
administracion seriada de FSH o eCG para inducir el desarrollo de los foliculos y el
proestro, 2) administracion seriada de FSH o eCG para inducir el desarrollo folicular
seguida de la administracion de LH o hCG para provocar la ovulacion de los foliculos
desarrollados, 3) protocolos similares a los descriptos en el punto 1 y 2 precedidos por
tratamientos con estrégenos para lograr la sensibilizacion estrogénica del eje
hipofisis/ovario, 4) LH porcina purificada, y 5) hMG (de la Sota y col., 2002).

En la perra se ha estudiado la eficacia de varios protocolos combinando eCG y
hCG habiéndose observado diferentes resultados. La eCG se utiliz6 con dosis de 20

Ul/kg/d via IM o SC durante 5 0 10 d o con una dosis de 44Ul/kg/d durante 9 d. En



44
ambos casos la induccion de la ovulacion se obtuvo con una dosis IM o SC de 500 UI
de hCG (Johnston y col., 2001). Los resultados comunicados fueron la induccién de
ciclos en el 60 al 100% de los casos, la ovulacion en el 40 al 80% de los casos y la
prefiez en el 9 al 56 % de los casos. Por otra parte cuando se utilizaron altas dosis de
eCG, como 250 Ul/kg SC durante 20 d o hasta aparicion de proestro, seguida de 500 UI
de hCG o0 500 UI sc durante 10 d seguida de la administracion de 500 UI SC de hCG, se
observaron signos de proestro en el 90% a 100% de las perras tratadas pero las tasas de
prefiez fueron de alrededor del 20%. En lineas generales y como conclusion de la
revision de diversos trabajos, cuanto menos fueron los dias de administracion de la
eCG, mayor fue el porcentaje de prefiez (i.e. 5 d, 50-56% vs. 9-10 d 9-35%; Johnston y
col., 2001). De hecho, se ha comunicado trombocitopenia debido a hiperestrogenismo
en el 29% de las perras tratadas con una dosis de 20 Ul/kg/d durante 10 d (Arnold y
col., 1989). En aquellas perras que fueron tratadas con 500 Ul/kg IM durante 10 d
seguido de una dosis de GnRH de 50 ug se observaron signos proestro en el 100% de
las perras mientras que las tasas de prefiez fueron del 0% (Johnston y col., 2001).

Puede observarse que, durante las décadas de los 70 y 80 se trabajo intensamente
en protocolos de induccion de celos con eCG y hCG. Sin embargo con dichos
protocolos se obtuvo una mediana a baja fertilidad con rango muy amplio de
variabilidad de los mismos. Una posible explicacion de dichos resultados es la
utilizacion de dosis de eCG muy elevadas (44Ul /kg/d) y durante un periodo muy
prolongado (9-10 d). Por ejemplo una perra de 25 kg recibia una dosis diaria de 1100
Ul/d y una dosis total de 11000 UI. La dosis recomendada para la vaca es de 500-1000
UI en una sola dosis. De esto se desprende que tal vez la dosis utilizada en la perra es

demasiado alta y el hiperestrogenismo que se produce es el resultado de administrar una
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dosis superovulatoria. De hecho, la utilizacion de un protocolo con dosis mas reducidas
(29 Ul/kg/d, 500 UI, perra 25 kg) y durante un periodo mas corto (5 d) alcanzd
resultados cercanos al 50% de prefiez (Johnston y col., 2001). Si se utilizara una dosis
de 20 Ul’kg como dosis total al inicio y al final, una dosis de S00UI de hCG 48 h mas
tarde, talvez se podria mejorar la fertilidad debido a que se disminuirian los efectos
colaterales mencionados.

Los protocolos que utilizan FSH como estimulo foliculotrépico tienen menos
éxito en el logro de induccion de ovulacion y gestacion que los que utilizan eCG (Shille
y col., 1984). Sin embargo, la utilizacién de inyecciones seriadas de FSH o LH después
de un régimen de preparacion con estrogenos usando DES ha tenido éxito en la
induccién del estro y ovulaciones fértiles. Cuando se utilizé DES a dosis de 5 mg
diarios durante 5 a 7 d para producir signos de proestro y luego se administré Smg de
LH via intramuscular el d 5 después del comienzo del proestro o 10 mg de FSH por via
intramuscular los dias 9 y 11 a partir del primer dia del proestro, todas las perras
quedaron prefiadas (Moses y Shille, 1988). En un estudio en el que se sustituyé LH por
hCG la fertilidad y la incidencia de comportamiento estral no fueron tan exitosos (Shille
y col., 1989).

En la tabla 1 se pueden observar los protocolos de induccidon utilizados por

diferentes grupos de trabajo, en las Gltimas tres décadas.
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Protocolo Proestro Ovulacion Prefiez Referencia

eCG 150-300 UI d alternos 3 veces 0% - - Van Haften y col,(1989)
eCG 20 Ul/kg ¢/24 h 5 d + 500 UL hCG IM - - 50% (n=6) Arnold y col, (1989)
e¢CG 20 Ul/kg ¢/24 h 10 d + 500 UI hCG IM - - 35% (n=17) Arnold y col, (1989)
eCG 20 Ul/kg ¢/24 h 5 d + 500 Ul hCG IM - 56 % (n=25) 56 % (n=9) Levya-Ocariz,( 1993)

eCG 20-500UI/kg ¢/24 h 10 d + 500 UI hCG SC

eCG 44-Ul/kg ¢/24h 9 d + 500 UL hCG SC

eCG 44-Ul/kg ¢/24h 9 d + 500 UL hCG SC

eCG 44-Ul/kg ¢/24h 9 d + 500 UT hCG SC

eCG 44-Ul/kg ¢/24 h 5-9 d + 500 UI hCG SC

eCG 250-Ul/kg ¢/24 h 20 d o hasta aparicion de celo + 500 UT hCG SC
eCG 500-Ul/kg IM ¢/24 h 10 d + 500 Ul hCG IM

eCG 500-Ul/kg IM ¢/24 h 10 d + GnRH 50 ug SC

eCG 20 Ul/kg IM/d/ 5 d. El quinto dia 500 UI de hCG I
eCG 110 Ul/kg 3 veces

HMG 75 UTIM X 9d

64% (n=11)
100% (n=5)
60% (n=5)
62.5% (n=8)
100% (n=15)
100 % (n=5)
0%

90% (n=9)

56 % (n=25)

80% (n=5)
80% (n=5)

40% (n=5)

67% (n=9)

18% (n=11)
9% (n=11)
20% (n=15)
0% (n=5)
0%

44% (n=9)

Thun y col,( 1977)
Nakao y col,( 1985)
Archabald, (1980)
Archabald (1980)
Tsuda, (1995)
Wright,( 1982)
Chaffaux y col,( 1984)
Chaffaux y col,( 1984)
Weilenmam (1993)
Wrigth (1980)
Wanke y col, (1997)




Tabla 1. (Continuacion).

47

Protocolo Proestro Ovulacion Prefiez Referencia

eCG 33,3-71,4 U/KSC por 10d - 0% Handaja Kusuma(1977)
LH 0,1 Ul/kg 3 veces/d por 7 d IM 100% (n=16) - 31% (n=16) Vestergen y col, (1993)
FSH 25-50- UI SC o IM + DES 0.1-0.5 mg SC o IM 94% (n=67) - - Arbeiter y Dreier, (70)
FSH 10 mg 1 aplicacion 40% (n=5) - - Shille y col, (1984)
FSH 1, 2,4, 8 y 16 mg durante 2 d cada vez 50% (n=4) - - Shille y col, (1984)
FSH + LH 1:1, 1:1, 2:1, 4:1, 8:2,5, 16:5en los d 1,3,5,7,9, y11 0% (n=4) - - Shille y col, (1984)
DES 5 mg/dia VO por 6-9 d, hasta inducir proestro 100% (n=5) - 100% (n=5) Bouchard y col, (1993)
DES 5 mg/d VO por 7 d, hasta inducir proestro + LH Smg IM el d 5 del 100% - - Moses y col, (1988)
proestro inducido y FSH los d 9 y 11 del proestro inducido

DES 5 mg/d VO por 5-14 d, hasta inducir proestro + hCG 1000 UI IM 100% (n=5) - - Shille y col, (1989)
el d 5 del proestro inducido y FSH los d 9 y 11 del proestro inducido (40% de estros)

GnRH, 0.04-0.43 ug/kg SC cada 90 min por 6-12 d 83% (n=6) 80% (n=5) 69% (n=6) Vanderlip y col,(1987)
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Tabla 1. (Continuacion).

Protocolo Proestro Ovulacion Prefiez Referencia
GnRH, 1.25 ug/kg SC cada 90 min por 11-13 d - - 86% (n=7) Cain y col, (1988)
GnRH, 280-500ng/kg SC cada 90 min por 7-9 d 100% (n=12) 89% (n=12) 33% (n=12) Concannon, (1997)
GnRH, 87-270 ng/kg SC cada 90 min por 7-9 d 84% (n=12) 42% (n=12) 8% (n=12) Concannon y col, (1997)
GnRH, 15-85 ng/kg SC cada 90 mi por 7-9 d 58% (n=12) 33% (n=12) 8% (n=12) Concannon y col, (1997)
Lutrelina SC por infusién constante por 14 d - 75% (n=24) 37.5 % (n=24)  Concannon y col, (1997)
Bromocriptina 20 ug/kg 2 veces/d por 21 d 100% (n=6) - 83% (n=6) Van Haaften y col, (1989)

Bromocriptina 20 ug/kg 2 veces/d por 21 d + eCG 300 UI 3 veces en d
alternados

Bromocriptina 100 ug/kg 1 o 2 veces/d VO hasta inducir el proestro.

Bromocriptina 250 ug/kg 2 veces/d VO hasta inducir el proestro.
Cabergolina 5 ug/kg 1 vez/d VO por 7-10 d
Cabergolina 5 ug/kg 1 vez/d VO hasta inducir el proestro

71% (n=4)

100%

199% (n=4)

100% (n=28)
93% (n=15)

57% (n=7)

93,3% (n=28)
86% (n=14)

Van Haaften y col, (1989)

Concannon y Vestergen,
(1997)
Okkens y col,( 1985)
Jochle y col, (1989)
Vestergen y col, (1994)
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Otros métodos de induccidon implican la administracion de GnRH exogena o
agonistas de GnRH para producir la liberacion de gonadotrofinas endogenas desde la
hipofisis, crecimiento folicular y estro. La ovulacion en estos casos ocurre como
resultado del pico endogeno de gonadotrofinas, el crecimiento folicular y secrecion de
estrogenos. Sin embargo no se disponen de datos sobre la administraciéon de LH o hCG

para facilitar la ovulacion de los foliculos inducidos.

Agonistas de GhRH

Los agonistas de GnRH, son péptidos semejantes a GnRH, pero con
modificaciones en los sitios de degradacion enzimatica; esto aumenta su resistencia a
las peptidasas e incrementa la afinidad de unidén al receptor. De esta manera los
agonistas de GnRH poseen una mayor vida media en circulacion. Los agonistas GnRH
inducen inicialmente un incremento sustancial en las concentraciones de LH y FSH,
pero la exposicion continua frena la secrecion de LH como respuesta a una falta de
regulacion de los receptores GnRH en las células gonadotropas (Herbert y col, 2005).

Los protocolos descriptos incluyen 1) administracion endovenosa pulsatil de
GnRH cada 90 min durante 6 o 12 d (Vanderlip y Wing, 1987), 2) goteo subcutaneo
constante de un agonista de la GnRH durante 14 d (Concannon, 1989) y 3)
administracion por via subcutanea de un agonista de GnRH 3 veces por d durante 14 d
(Cain y col., 1988). 4) Utilizacion de implantes subcutaneos (en matriz biodegradables o
silastic solido) de agonistas GnRH, en este caso se document6 la induccion del estro
entre 4y 8 dias postimplante, cuando se utilizd deslorelina (Trigg y col., 2001), el
implante debe ser removido el primer dia del proestro para evitar la ocurrencia de

efectos negativos sobre el desarrollo folicular debidos a la regulacion decreciente que
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ocasionaria el agonista GnRH. Se han utilizado implantes con 1,05 mg, 2,10 mg y 4,70
mg de deslorelina y varios investigadores coinciden en sus resultados y comunican
altas tasas de induccién de ciclos y prefiez (Fontaine y col., 2011; Kutzler, 2010;
Volkman y col., 2006), mientras que Walter y col. (2011), obtuvieron altas tasas de
induccién de ciclos, pero el nimero de ovocitos y embriones fueron menores que los
obtenidos por otros investigadores.
En perras en anestro, la administracion de GnRH en forma pulsatil utilizando 40
a 400 ng/kg cada 90 min produjo la aparicion de proestro en 3 a 6 d seguido de estro y
ovulacién en 2 semanas con tasas de fertilidad del 37% al 85% (Vanderlip y col., 1987;
Cain y col., 1988). Sin embargo el costo que insume la utilizacion de bombas de
infusion, lo hace poco practico para su uso rutinario. El goteo subcutaneo también
indujo proestro y estro, con tasas de fertilidad del 25% si se lo administraba después del
final de la lactacion y del 50% si se administraba durante el anestro después de ciclos
sin gestacion (Concannon, 1989). Concannon utilizé lutrelina mediante bomba de
infusion subcutdnea y obtuvo mejores resultados con bajas dosis, posiblemente porque
con dosis mayores ocurria una regulacion negativa del eje hipotalamo hipofisisario
gonadal (Concannon, 2006). Este método también carece de practicidad ya que la
implantacion y extraccion subcutdnea de las bombas de infusion osmédticas requieren
una cirugia menor. La administracion subcutanea de un agonista de GnRH (DTrp-6
GnRH), a dosis de 1 ng/kg cada 8 h, durante 3 d, dio lugar a estro entre los 9y 11 d en
el 80% de las perras, quedando todas prefiadas. A pesar del inconveniente de las tres
inyecciones diarias este protocolo parece presentar la mejor combinacion de eficacia y
utilidad clinica en la utilizacion de GnRH (Cain y col., 1988; Concannon 1989;

Vanderlip y col., 1987).
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Agonistas dopaminérgicos

Los agonistas dopaminérgicos como la bromocriptina y cabergolina, han sido
también utilizados con éxito para la induccion de ciclos estrales. La dopamina inhibe la
liberaciéon de PRL desde la pituitaria anterior; concomitantemente el tratamiento con
inhibidores de la PRL disminuye el intervalo interestral e induce el estro en perras con
anestro prolongado.

Si los agonistas dopaminérgicos son utilizados durante la fase lutea, el
acortamiento del intervalo interestral se debe a un acortamiento de la fase lutea como
resultado de la supresion en la secrecion de PRL, el principal factor luteotrofico en la
perra (Okkens y Kooistra, 2006).

Si bien anteriormente se creia que la induccidon de ciclos estrales en la hembra
canina, por agonistas dopaminérgicos se debia a la supresion en la secrecion de PRL,
debido a que esta comprobado que elevadas concentraciones de esta hormona inhiben la
liberacion de LH, en la actualidad la mayoria de los investigadores coinciden que no es
este el mecanismo, y que la inducién de ciclos se debe a otras acciones ain no bien
comprendidas (Okkens y Kooistra, 2006). En condiciones fisioldgicas, la concentracion
de PRL plasmatica se mantiene baja durante el anestro y no se han evidenciado
fluctuaciones en la transicion entre el anestro y la fase folicular (Okkens y Kooistra,
2006).

La administracion de agonistas dopaminérgicos a perras en anestro, no solo
disminuye la concentracion de PRL sérica, sino que también induce desarrollo folicular
y estros fértiles probablemente por el incremento en la secrecion de gonadotrofinas y de

la respuesta ovarica a las mismas. Estos efectos se correlacionan con un incremento en
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la FSH plasmatica pero no en la LH (Cirit y col., 2007; de Rensis y col., 2006).
Diversos autores coinciden en que la PRL por si sola no posee un rol predominante en
el control de la foliculogénesis en la perra o sobre la transicion del anestro al proestro
(Spattini y col., 2007).

Los agonistas dopaminérgicos han sido utilizados satisfactoriamente en muchas
perras, pero este método de induccion de estro puede requerir mas de treinta dias de
tratamiento, dependiendo del estadio del anestro (temprano o tardio) en el que se
encuentra la perra (Vestergen y col., 1999).

La bromocriptina estd disponible comercialmente para la utilizacion en humanos
y se ha utilizado en dosis de 20 a 250 ug/kg observandose una incidencia de aparicion
de signos de estro y tasas de prefiez del 71 al 100% y 100% respectivamente. Pueden ser
necesarios tratamientos de 1 a 3 meses antes de observar los signos de proestro. Rara
vez se observan efectos secundarios importantes pudiendo aparecer vomitos cuando se
utilizan dosis altas (Okkens, 1985; Zoldag y col., 2001). La cabergolina es el agonista
dopaminérgico con el que se obtuvieron los mejores resultados, posee una alta afinidad
por los receptores dopaminérgicos D2, baja afinidad por los receptores serotoninérgicos
y accion de larga duracion (de Rensis y col., 2006). Esta disponible para su utilizacion
en medicina veterinaria y utilizado a dosis de 5 ug/kg se lograron tasas de prefiez del 83
a 93% (Kooistra y col., 1999). Sin embargo es importante destacar que el tiempo
transcurrido entre la realizacion del tratamiento y la ocurrencia del proestro post
tratamiento es sumamente variable (entre 1 y 3 meses). Este hecho hace que no puedan
utilizarse estas drogas para sincronizar los ciclos en las perras, de tal manera que las
pariciones ocurran en la épocas de mayor demanda de cachorros. Asi mismo el tiempo

prolongado de administracion se relaciona con el incremento del costo del tratamiento,
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la complicacién de la administracion diaria de la droga y el desaliento del propietario.
Por otro lado el escaso nimero de animales con el que se realizan los ensayos hace
dificil realizar una adecuada evaluacion de los protocolos de induccion en la perra.

En resumen, los farmacos que mas se han utilizado en los ultimos afios para
inducir ciclos en la hembra canina comprenden agonistas GnRH, agonistas
dopaminérgicos y en menor medidas las gonadotrofinas exdgenas. La mayoria de los
autores ha comunicado muy buenos resultados al utilizar implantes de agonistas GnRH
siendo el mas utilizado deslorelina; sin embargo estos implantes no estan disponibles en
nuestro pais. Si bien en Argentina se ha utilizado en gran medida y con buenos
resultados a los agonistas dopaminérgicos para inducir ciclos fértiles, el periodo desde
el inicio del tratamiento hasta el comienzo del proestro es muy variable y en muchas
ocasiones prolongado (mas de 40 d), esto eleva los costos del tratamiento e impide
predecir la fecha del ciclo y su sincronizacion. En relacion a lo mencionado
aanteriormente y considerando la necesidad de contar con un método de sencilla
aplicacion en la practica diaria y que permita establecer el momento en que ocurrira el
celo, la utilizacion combinada de eCG y hCG podria ser una opcién que permitira
buenos resultados con bajo costo.

Considerando que en los protocolos que incluyen eCG y hCG las dosis usadas de
eCG son elevadas y el tiempo de administracion prolongado, es probable que el uso de
dosis reducidas durante periodos mas cortos permita la induccion de ciclos fértiles con
altas tasas de ovulacion y de prefiez evitando efectos colaterales indeseables en la
madre. De esta manera podra darse una respuesta adecuada a la insistente demanda de
los criadores en relacion a la obtencion de cachorros en épocas determinadas del afio en

las que aumenta considerablemente la demanda de los mismos. En la actualidad, no se
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puede responder de manera adecuada a esta necesidad de los productores caninos y esto
se relaciona con importantes pérdidas de dinero.

En virtud de lo anteriormente expuesto, los cuatro objetivos de esta tesis fueron:
1) estudiar la vida media de eCG administrada por via IM o IV en caninos; 2) estudiar el
efecto estimulatorio de diferentes dosis de eCG sobre la actividad ovarica; 3) evaluar las
fluctuaciones séricas de PRL, androstenediona, e IGF1 durante el desarrollo folicular en
perras tratadas con eCG, y buscar el momento de administraciéon de hCG para inducir
ovulacién; y 4) evaluar la eficacia de un protocolo de 50 Ul/kg de eCG im seguido siete
dias después de 500 Ul totales de hCG im en la induccion de ciclos fértiles y
sincronizacion de la ovulacion en la perra. Para cumplir con estos cuatro objetivos se

realizaron cuatro experimentos que se describen en los siguientes capitulos.
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CAPITULO 11

ESTUDIO DE LA SOBREVIDA PLASMATICA DE LA eCG

INTRODUCCION

La implementacioén de protocolos terapéuticos con gonadotrofinas es uno de los
puntos centrales en protocolos de induccion y sincronizacion de ciclos en la perra. Una
gran cantidad de investigaciones y descubrimientos han sido realizados a lo largo de
aproximadamente 100 afios para lograr los productos seguros y efectivos que se
encuentran disponibles en el mercado en la actualidad. Runner (Runner 1947 en Comité
of American Society 2008) utilizd por primera vez eCG y hCG en ratones para lograr
desarrollo folicular y ovulaciéon y las primeras investigaciones de importancia en el
raton fueron publicadas en 1957 (Runner, 1957 en Comité of American Society 2008).
En mujeres, la estimulacion ovarica fue realizada por primera vez en 1931 utilizando
PMSG (Fevold, 1931 citado por Comité of American Society, 2008). A partir de este
momento se realizaron multiples estudios que culminaron en diferentes descubrimientos
los cuales han permitido el uso de gonadotrofinas en la terapéutica humana y animal.

La eCG ha sido usada por varias décadas para lograr la induccion de ovulacion y
superestimulacion en varias especies de mamiferos. Puede aislarse de suero, su vida
media es prolongada y en especies diferentes de la equina posee tanto efecto FSH como
LH. Sus propiedades han hecho que sea ampliamente utilizada en medicina veterinaria.
Esta hormona es una glicoproteina que se caracteriza por su alto contenido en
carbohidratos, principalmente &cido sidlico, galactosa y glucosamina, los cuales

constituyen aproximadamente el 45% de la molécula. Es asi que aproximadamente el 20



56
% de la subunidad a y el 50 % de la subunidad  estan constituidos por carbohidratos.
El carbohidrato que se encuentra en mayor proporcion es el acido sidlico (N-acetil-
neuraminico), que participa en la regulacion de la actividad bioldgica de la hormona ya
que hace posible su prolongada permanencia en circulacién luego de su secrecion o
administracion. La presencia de un péptido carboxi terminal (PCT) en la sub unidad B es
la que le confiere una vida media prolongada a las hormonas glicoproteicas. El hecho de
que eCG posea una vida media ain mucho mayor, que otras hormonas glicoproteicas, es
debido a la presencia de una cadena de 4cido sialico en su PCT mucho mas larga que la
que poseen otras hormonas como por ejemplo la LH de diferentes especias (i.e. eLH
[LH equina, 2h], oLH [LH ovina, 23 min a 2 h], pLH [LH porcina, 2h]; Lecompte y
col., 2010, Uribe Velazquez y col., 2010). Trabajos en bovinos han demostrado que
eCG puede permanecer en circulacion entre 10 y 16 dias luego de su administracion
(Martinuk y col 1991).

Aggarwal y Papkoff (1985) demostraron que el clearance de plasma y consumo
tisular de eCG en ratas es un proceso bifasico que consiste en una fase inicial
caracterizada por un rapido clearance seguida por un periodo de clearance mas lento
(Martinuk y col 1991). Mas tarde otros investigadores observaron un proceso semejante
en otros mamiferos como por ejemplo en ovinos (Martinuk y col., 1991) y en felinos
(Swason y col 1997). Los estudios realizados por Martinuk y col. (1991), confirmaron
la significancia del acido sidlico sobre el metabolismo y actividad biolégica de eCG.
Estos investigadores observaron que la pérdida de acido sialico de la molécula de eCG
incrementa su volumen de distribucion en el cuerpo, reduciendo los niveles séricos y
aumentando la tasa de clearance de la misma, mientras que la tasa de eliminacion se

mantiene sin variaciones (Martinuk y col., 1991).
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Por otra parte, la vida media excepcionalmente prolongada de la molécula de

eCG puede ser en algunos casos una desventaja ya que una sola inyeccion estimula dos
o mas ondas asincronicas de desarrollo folicular en los ovarios animales; el componente
semejante a LH de la molécula de eCG puede inducir la ovulacion de los foliculos
maduros y la P4 secretada por los CL puede interferir con la ovulacion de las ondas
foliculares estimuladas por el componente semejante a FSH de la molécula de eCG. Es
por esta razon, que en mucho programas de transferencia de embriones bovinos se
realiza un tratamiento previo con dosis luteoliticas de PGF (Allen y Stewart, 1993).
Debido a su vida media prolongada, la presencia de eCG en circulacion causa
sobreestimulacion en el desarrollo folicular, lo cual resulta en un gran niimero de
foliculos no ovulados, incremento en los niveles de E; y una pobre calidad de los
embriones (Martinuk y col, 1991). Esta hormona es utilizada también en felinos
domésticos y salvajes para lograr desarrollo folicular, en programas de fertilizacion in
Vitro e inseminacion artificial. En la gata doméstica una sola inyeccion de esta hormona
es suficiente para lograr desarrollo folicular y esto esta relacionado con su vida media
larga (Yu y col, 2010). En gatas, se observd una baja fertilidad luego de la
implementacion de tratamientos con gonadotrofinas exdgenas para inducir ciclos
fértiles, esto podria deberse a un inadecuado ambiente materno para soportar el
desarrollo embrionario (Swanson y col, 1996). Se ha demostrado que las gatas tratadas
con eCG/hCG desarrollan foliculos ovaricos varios dias después de inducida la
ovulacién y que estos foliculos formaran CL secundarios que crearan una alteracion en
el medio ambiente materno. Se cree que debido a su permanencia prolongada en
circulacion, la eCG contribuye al desarrollo de estos foliculos posovulatorios, Sawson y

col 1996 observaron que luego de la administracion iv de eCG a gatas, la hormona
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permanece en circulacion por al menos 120 h y posee una vida media de entre 39 y 55h.
La gonadotrofina coriénica equina ha sido ampliamente utilizada en la perra, en
protocolos de induccioén de ciclos en las tltimas décadas. Aunque la mayoria de los
investigadores lograron altos porcentajes de perras en las que se evidencié desarrollo
folicular, las tasas de ovulacion y de prefiez fueron muy variables. En algunos trabajos
se ha comunicado el numero de cachorros nacidos pero en muchos estudios la
ocurrencia del parto y el tamafio de camada no se informa, por lo que no se sabe si la
gestacion llegd a término y los cachorros fueron normales (Allen 1982; Archbald y col.,
1984; Chaffaux y col., 1984; Kutzler 2007; Nakao 1985; Nikson y col., 1992; Okkens y
Kooistra 2006; Thun y col., 1977). Al evaluar los protocolos implementados en los
ultimos afios, se puede inferir que estos hechos pueden estar relacionados con las dosis
administradas debido a que en los estudios se han utilizado dosis altas de eCG durante
varios dias lo cual ejerceria un efecto sumatorio de las dosis aplicadas. En las primeras
investigaciones realizadas durante las décadas del 70 y 80 se utilizaron dosis elevadas
durante periodos prolongados de tiempo (10-20 d), mas tarde se redujeron las dosis pero
se continud administrando la hormona durante largos periodos, por lo que la dosis total
por perra continu6 siendo elevada (Tabla 1). Arnol y col. (1989), compararon dos
grupos de animales en las que utilizaron dos protocolos de eCG diferentes y observaron
que la respuesta al tratamiento fue mejor en aquellas perras en las que utilizaron dosis
reducidas durante periodos de tiempo corto. Al revisar la bibliografia pudo observarse
que existen datos sobre la vida media de eCG en otras especies como bovinos 40 h
(Martinuk 1991), ovinos 72 h (Pugh D G, 2002), felinos 39-55 h (Sawson y col., 1997)
pero no hay datos de la vida media de esta hormonan en caninos. Al estudiar los

trabajos realizados en diferentes especies puede observarse que la vida media de la eCG
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es prolongada. Es asi que a partir de estas observaciones surge la hipdtesis de que el uso
de una unica dosis de eCG permitiria lograr mejores resultados ya que evitaria la
sobreestimulacion ovarica con el consecuente hiperestrogenismo y presencia de un
ambiente uterino inadecuado para el embrion. Al no contarse con datos sobre la vida
media de eCG el primer paso fue estudiar la farmacocinética de esta hormona. Por lo
tanto el objetivo de este capitulo fue estudiar la vida media de eCG en caninos. Se

planted la hipotesis de que la vida media de eCG seria superior a 24 h.

MATERIALES Y METODOS
Disefio experimental y Animales

Se utilizaron perras (n=3) mestizas, sanas, ovariectomizadas y con un peso de 15,
20 y 22 kg en un disefio reversible o switch back (Petersen 1985). Las perras fueron
alojadas en caniles individuales acondicionados para tal fin. Cada animal recibié una
inyeccion IM de eCG el primer dia del tratamiento (Novormon®, Syntex; dosis total
10.000 UI), y 15 dias después, cada animal recibié6 una inyeccion IV de eCG
(Novormon®, Syntex; dosis total 10.000 UI).

Las muestras de sangre para determinar la concentracion sérica de eCG fueron
tomadas 25 min antes y 30 min, 1, 2, 3, 6, 12, 18 y 24 h después de la administracion de
eCG IV o IM. Posteriormente las muestras de sangre fueron tomadas diariamente
durante los siguientes 6 dias post administracion de eCG. A cada animal se le coloco un
catéter intravenoso 20 G, para realizar las extracciones, el cual fue retirado luego de las
primeras 24 h. Todas las muestras de sangre obtenidas fueron centrifugadas y el suero
almacenado a -20 °C hasta que las concentraciones de eCG fueron determinadas

mediante ELISA validado (Lecompte y Combarnous 1992). El antisuero de conejo fue
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provisto por el Dr Marcelo Aba (Facultad de Ciencia Veterinarias, Universidad
Nacional del Centro del Provincia de Buenos Aires) y fue diluido 1/25.000. La
preparacion hormonal utilizada como referencia fue una preparacion comercial
(Novormon®, Syntex SA, Argentina), y el volumen de la solucion estandar y de las

muestras fue de 200 pL. El coeficiente de variacion intra ensayo fue de 8.1%.

Analisis estadistico

Las concentraciones séricas de eCG fueron analizadas mediante ANOVA con el
procedimiento MIXED de SAS®™ (SAS Users Guide, 1989). Ademas, con los datos
obtenidos se realizd un andlisis farmacocinético no compartimental utilizando el
programa informatico WinNonlin Professional 5.0 (Scientific Consulting Inc., Cary,
NC). Tras la administracion IV de eCG se evaluaron los siguientes parametros
farmacocinéticos: semivida terminal (T'%,), area bajo la curva, concentraciéon en
funcion del tiempo extrapolada al infinito (AUCy.,), volumen de distribucion (Vd),
clearance corporal (CIB) y tiempo medio de residencia (MRT). Luego de la
administracion IM se calculd concentracion plasmatica maxima (Cmax), el tiempo al

cual se produce la Cmax (Tmax), T%,,, Vd, AUCy., y biodisponibilidad (F).

Marco bioético del uso de animales

Este experimento se realizo respetando y de acuerdo con las recomendaciones
internacionales especificadas en la guia para el cuidado y uso de los animales de
laboratorio y utilizando las recomendaciones de la Academia de Ciencias de EEUU
referidas al uso de caninos como animales de laboratorio (National Research Council

2002). Estas recomendaciones fueron tenidas en cuenta en lo referente a la atencion
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médica veterinaria, medio ambiente, alimentacion, sanidad, identificacion, sujecion,
administracion de drogas, toma de muestras sangre y procedimientos quirrgicos

(National Research Council 2002).

RESULTADOS

Las concentraciones séricas medias de eCG (UI) fueron diferentes de acuerdo a
la ruta de administracion a lo largo del tiempo (interaccién de ruta de administracion
por tiempo, P < 0.001; Figura 2.1).

El andlisis farmacocinético reveld que la administracion IV de eCG se
caracterizo por una rapida fase de distribucion y una lenta fase de eliminacion. Las
curvas de concentracion-tiempo para eCG después de la administracion IM revelaron
una fase de absorcion variable y una fase postabsortiva de eliminacion prolongada. La
concentracion sérica maxima de eCG fue similar entre las rutas IM e IV (6,17+0,97 vs.
8,69+0,50 TU/mL, P > 0.08), mientras que Tmax fue mas larga para la via IM al
compararla con la IV (17,5+0,5 vs. 11,66+£0,33 h, P<0.002). Cuando se compar6 la
eliminacion de la droga luego de la administracion IV e IM, se observo que la vida
media de eliminacion fue mas corta para la via IM que para la IV (38,19+ 2,81 vs.
59,08+ 2,81 h; P < 0.03). No se encontraron diferencias significativas en el AUC
(307,70£5,71 vs. 381,10+£70,90 TU h/ml; P > 0.48). Después de la inyeccion IM, la
biodisponibilidad absoluta fue del 100%. Por otra parte, luego de la administracién IV o

IM, la eCG persistio en circulacion en todas las perras por al menos 144 h.
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Figura 2.1. Cuadrado medio minimo y error estandar de las concentraciones de eCG en
suero sin extraccion luego de la administracion IM (n=3) o IV (n=3) en
perras (interaccion de ruta de administracion por tiempo, P < 0.001).
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DISCUSION

En los resultados obtenidos, pudimos observar que al igual que en otras especies de
mamiferos eCG posee en la perra una vida media larga la cual es de alrededor de 38 h
para la via IM, con una permanencia en circulacion de al menos 144 h. Estos resultados
son semejantes a los observados en la gata doméstica por Swanson y col. (1996),
quienes obtienen una vida media de eliminacion luego de la administracion im de eCG
de 45+5h. En 1997 Swanson y col realizaron otro estudio el cual obtuvieron luego de la
inyeccion im de eCG una vida media de 27,1 = 1,7 h y una permanencia en circulacion
de al menos 120 h. Swanson y col. (1996), adjudican las diferencias observadas en los
dos trabajos realizados a la diferente cantidad de muestras obtenidas por animal en
relacion a la frecuencia de obtencion de la muestra y a la extension horaria del
muestreo. Asi mismo se puede observar que el numero de animales estudiados es
diferente (3 vs. 23).

Por otra parte, en este estudio, luego de la administracion IM la
biodisponibilidad obtenida para eCG fue del 100% mientras que en gatas del trabajo
realizado por Swanson y col. (1996), documenté valores del 52,5%.

En bovinos Menzer Schams y (1979), hallaron valores semejantes a los
encontrados en nuestro estudio en la perra, documentando una vida media de 40 a 51 h
con una permanencia de valores detectables en suero de hasta 115-123 h. Asi mismo
Martinuk y col. (1991), realizaron un estudio farmacocinético de eCG en ovejas y
obtuvieron valores de vida media similares al bovino y a los encontrados en nuestro

experimento en la perra (Martinuk y col., 1991; Menzer y Schams, 1979).
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Por lo tanto se puede concluir que la vida media de eCG en la perra es no menor

a 35 hs y que en la hembra canina al igual que en otras especies estudiadas, una unica
dosis de eCG es suficiente para obtener valores detectables en suero durante 5-6 d

Por consiguiente, debido al Tmax madas prolongado y la vida media de

eliminacion mas corta observadas en la via IM, se seleccioné esta ruta para ser usada en

los Capitulos III, IV, y V.



65

CAPITULO Il

BUSQUEDA DE LA DOSIS EFECTIVA DE eCG

INTRODUCCION

Los protocolos que utilizan la administracion secuencial de eCG y hCG con el
fin de inducir ciclos con gonadotrofinas exdgenas, han sido usados con éxito en diversas
especies como bovino, ovino, felinos domésticos y silvestres (Goulding y col., 1996;
Willard y col., 2006; Zeleke y col., 2005). Sin embargo cuando se implementaron
protocolos disefiados en base a gonadotrofinas para inducir ciclos en perras, los
resultados obtenidos fueron muy variables y en muchas ocasiones no se obtuvieron los
resultados esperados, por lo que en la actualidad no se utilizan de manera corriente en la
practica diaria.

Si bien eCG ha sido ampliamente utilizada durante muchos afios para lograr
desarrollo folicular y ciclos fértiles en la perra, cuando se compararon los resultados
obtenidos por diferentes investigadores, estos fueron muy diversos y en muchas
ocasiones se logré desarrollo folicular, pero no se obtuvieron indices altos de ovulacion
y prefiez. La eCG fue utilizada por primera vez para inducir celo en la perra por Scorgie
en 1939 (Scorgie 1939 citado por Jhonston 2001), y a partir de este momento, muchos
investigadores utilizaron diversos protocolos en el intento de lograr ciclos fértiles,
obteniéndose resultados muy dispares en los estudios (Allen, 1982; Archbald y col.,
1980; Barta y col., 1982; Christie y Bell, 1971; Greenblatt y Pund, 1941; Jones y col.,
1973; Nakao y col., 1985; Thun y col., 1977; Wright, 1972; Wright, 1980; Wright,

1982). Estos investigadores implementaron varios protocolos, los cuales incluyeron la
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administracion de la hormona en forma diaria o semanal, y por via SC e IM (Johnston y
col., 2001; Kutzler, 2005; Kutzler, 2007).

Las variaciones observadas en los resultados alcanzados por diferentes grupos de
trabajo podrian estar relacionadas con variaciones en la intensidad de la accioén
farmacolodgica de las diversas formulaciones, asi como las diferentes dosis y protocolos
implementados. Por otra parte, la disponibilidad de esta hormona varia entre los paises.
Por ejemplo en Estados Unidos, esta disponible sélo en combinaciéon con hCG (PG
600®, Merk Animal Health, Florida, Buenos Aires), este producto contiene 80 IU eCG y
40 IU hCG/mL.

Se ha observado que el éxito para lograr la induccion de ciclos difiere entre los
diferentes autores, aunque los regimenes utilizados son muy semejantes. Por otra parte
se presentan dificultades cuando se trata de comparar resultados de diferentes
investigadores, esto se debe a que la mayoria utiliza escaso nimero de animales y la
definicion del anestro se realiza en base al comportamiento de la hembra y citologia
vaginal, de manera que la mayoria de las veces no se establece adecuadamente la
distincién entre anestro temprano y tardio. Sin embargo se ha comunicado diferente
respuesta en la induccién de ciclos en la perra en relacion con el momento del anestro
en el cual se trabaja. Vestergen y col. (1999), compar6 la respuesta al tratamiento
utilizando protocolos de induccion de ciclos con cabergolina administrada a hembras en
anestro temprano, medio y tardio y comunic6 un intervalo tratamiento-estro mas corto
en las perras que se encontraban en anestro tardio al compararlas con las que se
encontraban en anestro medio y temprano.

Ademas de la respuesta ovarica poco predecible (Johnston y col., 2001), se han

comunicado diversos inconvenientes asociados a la utilizacion de eCG y hCG en la
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perra, como hiperestrogenismo y trombocitopenia debidas a la sobrestimulacion ovarica
y superovulacion (Arnold y col., 1989; Weilenmann y col., 1993), fallas en la
implantacion debido a hiperestrogenismo (Kennelly, 1969; Lehmann y col., 1975) y
reacciones alérgicas a eCG (Carter, 1980). Los mencionados efectos indeseables pueden
deberse tanto a las dosis altas utilizadas asi como al numero de dosis administradas en la
perra, en comparacion a la dosis unica y mucho mas baja usada en otras especies como
la oveja y la vaca (Menchaca y Rubianes 2004; Pugh, 2002; Sa Filho y col., 2010). Es
probable que una de las causas de las bajas tasas de nacimientos documentados al
implementar protocolos con eCG sea la utilizacion de dosis elevadas de esta hormona.

Es asi que del analisis de los trabajos publicados, en los que se utilizé eCG para
inducir celo en la perra, se puede observar que en los primeros afios en los que se
implementaron protocolos con esta hormona las dosis administradas eran muy elevadas,
y se suministraba la hormona durante periodos prolongados; mas tarde los
investigadores observaron que cuando se disminuia la dosis y el tiempo de
administraciéon se obtenian mejores resultados, con menos efectos indeseables en la
hembra (Arnold y col., 1989; Johnston y col., 2001). Thum y col. (1977), comunicaron
tasas de prefiez del 58 % administrando 1,25 -2,8 Ul/kg durante 10 dias; esta es la dosis
mas baja comunicada con la que se lograron buenos indices de prefiez; sin embargo no
se publican tasas de paricion.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto estimulatorio de diferentes dosis
eCG sobre la actividad ovarica. Se trabajo sobre la hipdtesis de que el uso de una unica
dosis de eCG que no supere 50 UI/Kg permitiria lograr buenos resultados y evitaria la
sobreestimulacion ovdrica, con el consecuente hiperestrogenismo y presencia de un

ambiente uterino inadecuado para el embrion.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron perras (n=25) mestizas, sanas, en anestro tardio con un peso entre
15 y 20 kg en un disefio completamente aleatorizado (Petersen 1985). Se confirmo el
estadio en el ciclo reproductivo mediante citologia vaginal, concentraciones de P4 en
suero y la informacion brindada por los propietarios sobre el intervalo interestro
ocurrido en los ciclos anteriores.

Las perras fueron asignadas en forma aleatoria a uno de cinco tratamientos, y el
primer dia del protocolo recibieron una inyeccion IM de: 1) 5 Ul/kg eCG (Novormon®,
Syntex SA; TRT1, n=5); 2) 10 Ul/kg eCG (TRT2, n=5); 3) 20 Ul/kg eCG (TRT3, n=5);
4) 44 Ul/kg eCG (TRT4, n=5); y 5) 50 Ul/’kg eCG (TRTS, n=5). Cada animal recibid
una unica dosis de hormona. Las perras fueron controladas antes de la administracion de
eCG y diariamente post administracion, para evaluar comportamiento de estro,
signologia del estro, asi como obtencion y observacion diaria de muestras de citologia
vaginal para evaluar la respuesta al tratamiento. De cada animal se tomd una muestra de
sangre el primer dia del protocolo previo a la administracion de eCG y una muestra de
sangre cuando se evidenci6 la accion estrogénica en la imagen de la citologia vaginal.
Todas las muestras de sangre obtenidas fueron centrifugadas y el suero almacenado a -
20°C hasta que las concentraciones E, y P4 fueron determinadas por RIA (Coat-A-
Count® Estradiol y Progesterona, Diagnostic Product Corporation, Los Angeles, CA).
Se determind P4 para confirmar que todas las perras se encontraban en anestro al inicio
de estudio y E; para evaluar respuesta al tratamiento.

Los coeficientes de variacion para P, intraensayo para el pool alto (5,6 ng/mL) y

para el pool bajo (1,0 ng/mL) fueron de 3,4 % y 6,1 % respectivamente. Los
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coeficientes de variacion para E, intraensayo para el pool alto (30 pg/ml) y el pool bajo
(8 ng/ml) fueron 5,0% y 2,9% respectivamente.
Las perras fueron evaluadas diariamente hasta que se evidencio el comienzo del estro o
durante un periodo de 14 d cuando no se evidencid respuesta al tratamiento. Cada
animal de estudio fue observado para evaluar el comportamiento de celo y los signos
clinicos de estro, y se estableci6 una escala de tres grados (1 a 3) para evaluar la
respuesta al tratamiento (Tabla 3.1).

Para realizar la citologia vaginal se obtuvieron muestras de epitelio vaginal
mediante dedo enguantado, el mismo se rotd ejerciendo una presion leve por el piso y
las paredes de la vagina. Luego se realizd un extendido sobre un portaobjetos limpio.
Las muestras obtenidas se dejaron secar al aire, se tifieron con la Tincion 15 (Tincion 15
Biopur®) y se observaron a 100X y 400X para evaluar la cantidad de células
parabasales, intermedias y superficiales observadas, asi como la presencia de eritrocitos
y neutréfilos. De acuerdo al porcentaje de cada tipo celular observado se establecié una
escala de 5 grados citologia vaginal de 1 a 5 (Tabla 3.2).

En todos los animales en los que se observo respuesta al TRT se document6 el
dia de comienzo del celo y se calcul6 el intervalo TRT-celo.

A todos los animales del estudio se les realizé un examen fisico una vez por semana

para evaluar la presencia de efectos adversos.
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Tabla 3.1. Clasificacion de grados de comportamiento y signologia de estro.

Grados Comportamiento de estro Signos clinicos
1 Sin atraccion del macho Sin signos externos de estro*
2 Atraccion del macho, pero sin ~ Escasos signos externos de estro*
receptividad para el servicio
3 Atraccion del macho y Significativos signos externos de
receptividad para el servicio estro *

*Descarga sero-sanguinolenta, vulva edematosa y turgente.
Adaptado de Feldman Nelson (Feldman y Nelson 1987)

Tabla 3.2. Clasificacion de grados de citologia vaginal.

Citologia Vaginal
Grados Células Células Células Eritrocitos Neutrofilos
Superficiales Intermedias  Parabasales
1 5-10% 80-90% 5-10% - -
2 20-30% 65-70% 0-5% - -
3 60% 40% - - -
4 90-95% 5-10% 0-5% Escasos -
5 90-95% 5-10% 0% Abundantes +

Adaptado de Feldman Nelson (Feldman y Nelson 1987).

Analisis estadistico
Las variables categoricas fueron analizadas con PROC GENMOD vy las

continuas con PROC MIXED de SAS® (SAS Users Guide, 1989).

Marco bioético del uso de animales
Este experimento se realizo respetando las mismas consideraciones bioéticas que

en el Capitulo II.
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RESULTADOS

Antes de iniciar el tratamiento, se confirmo el anestro en todas las perras del
estudio mediante los grados comportamiento de estro + signos clinicos de estro y
citologia vaginal (comportamiento de estro + signos clincos de estro y citologia vaginal
= 1) y mediante la concentracion de P4 séricas (0,26 + 0,06 ng/mL). Entre tres y cinco
dias después de realizado el tratamiento, todas las perras del TRTS, mostraron grados de
comportamiento de estro + signos clincos de estro y citologia vaginal significativamente
mayores a los observados en los animales de los TRT1-4 (3,00 £ 0,11 vs. 1,08 + 0,05, P
< 0.0001; 5,00 £ 0,46 vs. 2,21 = 0,21, P < 0.0001; respectivamente). Cuando se
evaluaron los resultados de las concentraciones séricas de E, se observé que las mismas
permanecieron basales (< 0,3 pg/ml) en las perras del los TRT 1-4, mientras que en las
perras del TRTS la media de las concentraciones séricas de esta hormona fue de 76,36+
4,18 pg/ml siendo las diferencias significativas (P < 0.0001). En las perras del TRT 5 la
media para el intervalo tratamiento-estro fue de 4,0+0,4 d. No se observaron efectos

adversos en ninguna de las perras durante el periodo de estudio.

DISCUSION

Muchas de las investigaciones realizadas en induccion de ciclos en la perra, en
las que se implement6 el uso de eCG, fueron realizadas durante las décadas del 70, 80 y
principios de los 90 y se utilizaron altas dosis de hormona cuyo rango varié entre 20

Ul/kg /dia IM durante 5 d (Arnold y col., 1989; Leyva-Ocariz 1993; Weilenmann y col.,
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1993) a 10 d (Arnold, 1989), 44 Ul/kg IM o SC durante 9 d (Nakao y Aoto, 1985;
Tsuda y col., 1995), 35,7 Ul/kg SC por 10 d (Thun y col., 1977), 41,6 Ul/kg IM durante
10 d (Chaffaux y col., 1984), 71,4 Ul/kg IM durante 9 d ( Kusuma y Tainturier, 1993),
250 Ul/kg IM durante 20 d (Wright, 1982), or 500 Ul/kg IM durante 10 d (Chaffaux,
1984). Utilizando estos protocolos, una perra de 20 kg de peso corporal recibiria una
dosis total de 2000 UI, 4000 UI, 7920 UI, 7140 Ul, 8320 UI, 12852 UI, 50000 or
100000 of eCG para lograr la induccion del estro. Si evaluamos las dosis que se usan
habitualmente en otras especies, podemos observar que en ovejas en estacion
reproductiva se utiliza una sola administraciéon de 200 Ul de eCG, mientras que en
anestro 400 UI (Menchaca y Rubianes, 2004). Por otra parte en bovinos de carne, una
unica dosis de 400 UI de eCG 48 h antes o en el momento de remover el dispositivo
intravaginal de P4 es suficiente para inducir estro en protocolos de sincronizacién (Sa
Filho y col., 2010; Bryan y col., 2010). De lo anteriormente expuesto se puede concluir
que las dosis que se implementaron en la perra son elevadas y en muchas ocasiones
causan superestimulacion ovarica con el consecuente hiperestrogenismo y los efectos
indeseables asociados al mismo.

En este experimento, estudiamos diferentes dosis de eCG para inducir desarrollo
folicular en la perra. Para seleccionar las dosis consideramos los resultados de vida
media y concentraciones de eCG en la perra obtenidas en el primer experimento y las
dosis utilizadas por otros investigadores. De esta forma seleccionamos 5 dosis que
tuvieron un rango de 5 a 50 Ul/kg y pudimos observar que una unica dosis de eCG de
50 Ul/kg fue suficiente para inducir desarrollo folicular en la perra, mientras que con
dosis inferiores no se logréd respuesta. Este hecho se evidencido por los cambios

observados en la citologia vaginal, asi como en las manifestaciones externas y
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comportamiento de estro en las perras que recibieron 50 Ul/kg de eCG. La dosis
efectiva de eCG es menor a las dosis que utilizaron anteriormente otros investigadores.

Ademas, no observamos en las perras estudiadas efectos indeseables.

CONCLUSIONES
Podemos entonces concluir que una tnica dosis de 50 Ul/kg de eCG es efectiva
para inducir desarrollo folicular en la perra sin ocurrencia de efectos indeseables en las

hembras.
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CAPITULO IV

ESTUDIO DE LA RESPUSTA HORMONAL Y EL DESARROLLO

FOLICULAR INDUCIDO LUEGO DE LA ADMINISTRACION DE eCG

INTRODUCCION

Si bien los eventos endocrinoldégicos relacionados con las hormonas gonadales
(E2 y P4) e hipofisiarias (FSH y LH), en relacion al desarrollo folicular y ovulacion han
sido ampliamente estudiados en la hembra canina (Johnston y col., 2001; Concannon y
col., 1989; Concannon, 2009; Concannon, 2011), existen pocos estudios sobre las
fluctuaciones séricas de otras hormonas como PRL y del factor de crecimiento IGF1
durante este periodo.

La accion del sistema dopaminérgico y la PRL sobre la actividad folicular
durante el proestro y el estro ha sido poco estudiada en la hembra canina. En la mayoria
de las especies la PRL puede ejercer efectos estimuladores o inhibidores del desarrollo
folicular y secrecion de E,. En ratas, los perfiles de secrecion de PRL fluctian a lo largo
del ciclo estral, en esta especie el E, es el principal regulador de la secrecion de PRL e
induce el pico de PRL del proestro y el pico secundario que ocurre en el estro (Szawka
y Anselmo-Franci, 2004). Asi mismo, se sabe que el sistema dopaminérgico y la PRL
poseen un rol importante en el control de la actividad reproductiva de la hembra canina
y las investigaciones en otras especies indican que la prolactina es un requisito para
mantener el crecimiento y desarrollo folicular. (de Gier y col., 2006).

Jones y col. (1976), comunicaron que E, estimula in vitro, la liberacion de PRL

desde la pituitaria y que por lo tanto deberian esperarse altas concentraciones de PRL
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durante el proestro en la perra. De igual forma, Etreby y Gunzel (1974) comunicaron
que en la perra, durante este periodo ocurre un incremento en las células productoras de
PRL en la pituitaria anterior. Olson y col. (1982), comunicaron la elevacion de las
concentraciones séricas de PRL cinco dias antes de la ocurrencia de la onda
preovulatoria de LH.

Por otra parte es bien conocido que el IGF1 juega un rol central en la
foliculogénesis y en la respuesta del ovario a FSH en la etapa terminal del desarrollo
folicular en la mayoria de las especies domésticas (Reynaud y col., 2010). Igflestimula
la proliferacion y diferenciacion de células de la granulosa en: ratas (Adashi y
col1990), cerdos (Hammond y col, 1991) y ovejas (Monniaux y Pisselet, 1992) y
estimula la produccién de esteroides en las células de la teca (Adashi y col, 1992,
Mazebourg y col 2003). En bovinos, porcinos, ovinos y caprinos, este factor de
crecimiento incrementa su concentracion sérica en relacion al desarrollo folicular
(Hashizume y col., 2000, Lenz Souza y col 2007, Spicer, y col 1994, Spicer, y col 2002,
Zulu y col 2002). Existen pocas investigaciones realizadas en la hembra canina en
relacion a las concentraciones séricas de IGF1 durante el desarrollo folicular, pero
posiblemente posea un rol semejante al de otras especies y por tanto incremente su
concentracion sérica durante este periodo. Reynaud and col. (2010), evaluaron las
concentraciones de IGF1 en liquido folicular y suero durante la foliculogénesis en
perras de diferentes tamanos. Estos investigadores comunicaron una correlacion
positiva en la concentracion sérica y en el fluido folicular del factor de crecimiento asi
como una mayor concentracion de IGF1 en animales de talla grande al compararlos con

los de menor talla. En relacion a estos hallazgos, estos investigadores comunicaron que
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al igual que en otras especies existe una asociacion entre el tamafo corporal y las
concentraciones séricas de IGF1 (Reynaud y col., 2010).

Como ya ha sido mencionado en el Capitulo I, la hembra canina como el resto
de los canidos ovula cuando las concentraciones séricas de P4 se encuentran en ascenso
y las de E, en descenso. La testosterona y androstenediona acompafian las
fluctuaciones de E,. En los canidos la ovulacion ocurre aproximadamente 48 h después
del pico de LH.

Existen controversias en el uso de hCG para inducir la ovulacién, cuando se
implementan protocolos de induccion de ciclos en la perra, debido a que en esta especie
la ovulacion es espontanea (Kutzler, 2010). Por otra parte eCG posee efecto FSH y LH
y por tanto el estimulo podria ser suficiente para lograr la ovulacion. Es asi que la hCG
se utiliza para lograr la sincronizaciéon del momento de la ovulacién en los celos
inducidos (Kutzler, 2007). La mayoria de los investigadores utiliza hCG en los
protocolos de induccion de ciclos en la perra siendo la dosis mas utilizada es de S00UI
SC o IM luego de la administracion de eCG. Esta hormona ha sido administrada el
segundo dia de estro (Archbald y col., 1980), el quinto dia del tratamiento (Weilenmann
y col., 1993), el décimo dia del tratamiento (Arnold y col., 1989; Nakao y col., 1985;
Archbald y col., 1980; Chaffaux y col., 1984; Johnston y col., 2001; Thun y col., 1977).

En resumen, si bien se han utilizado gonadotrofinas para inducir celos en la
perra el momento de aplicacion de hCG ha sido seleccionado en forma arbitraria. Asi
mismo si bien existen estudios previos en donde se evaluaron las fluctuaciones de las
concentraciones séricas de PRL, androstenediona, € IGF1 durante el desarrollo folicular,
ninguno de estos estudios se realizd luego de la administracion de un protocolo

combinado de eCG para inducir el desarrollo folicular y la ovulacién en la perra.



77

Por lo anteriormente expuesto, el objetivo de este experimento fue evaluar las
fluctuaciones séricas de PRL, androstenediona, e IGF1 durante el desarrollo folicular en
perras tratadas con eCG, y buscar el momento de administraciéon de hCG para inducir
ovulacioén. Nuestra hipotesis de trabajo fue que como ocurre en otras especies, PRL,
androstenediona e IGF1 se incrementaran en relacion al desarrollo folicular. Asi mismo
estas fluctuaciones junto con el estudio citologico vaginal permitirian caracterizar el
desarrollo folicular y estimar el momento de administracion de hCG para lograr la

ovulacion, el que deberia ocurrir en el momento de elevacion de LH.

MATERIALES Y METODOS
Disefio Experimental

Se utilizaron perras (n=6) mestizas, sanas, en anestro con un peso entre 15 y 20
kg en un disefio completamente aleatorizado (Petersen 1985). Se confirmd su estadio en
el ciclo reproductivo mediante citologia vaginal y mediante las concentraciones de P4 en
suero.

El primer dia del protocolo, las perras recibieron una inyeccion IM de eCG
(Novormon®, Syntex SA) de acuerdo a la dosis seleccionada en el Capitulo III. Las
perras fueron controladas diariamente para evaluar comportamiento de estro y
signologia del estro (Grados 1-2, Tabla 3.1) y ademas se realizd en forma diaria la
citologia vaginal (Grados 1-3, Tabla 3.2) para evaluar la respuesta al tratamiento. La
metodologia de obtencion de muestras y evaluacion de los grados asignados fueron los

mismos que los utilizados en el Capitulo II1.
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De cada animal se obtuvieron dos muestras diarias de sangre desde el inicio del
tratamiento hasta el d 10 post tratamiento (n=20 muestras/perra), o hasta el primer dia
del diestro. Todas las muestras de sangre obtenidas fueron centrifugadas y el suero
almacenado a -20°C hasta que las concentraciones E, P4, androstenediona, PRL y IGF1
fueron determinadas. Se utilizo un RIA (Coat-A-Count® Estradiol y Progesterona,
androstenediona Diagnostic Product Corporation, Los Angeles, CA, USA) para
determinar E,, P4 y androstenediona. Para la determinacion de IGF1 se realizo
extraccion acido etandlica seguida de RIA (Breier y col, 1991; Diaz-Torga y col 2002) y
para la determinacion de PRL se utilizd ELISA (canine prolactin ELISA MKVCP 1;
Demeditec Diagnostics GmbH Kiel, Germany Laboratorio; Ciudad, Pais). Los
coeficientes de variacion intraensayo para el pool alto (4,8 ng/mL) y para el pool bajo
de P4 fue de (1,0 ng/mL) fueron de 6,0 % y 7,3 % respectivamente. Los coeficientes de
variacidn intraensayo para el pool alto y el pool bajo de E, fueron (43,5 y 12,7 pg/ml)
8,0% y 16,7 % respectivamente. Los coeficientes de variacion intraensayo para el pool
alto (6,1 ng/ml) y para el pool bajo (1,0 ng/ml) de androstenediona fueron de 9,8 % y
6,6 % respectivamente.
Los Coeficientes de variacion intraensayo para prolactina para el pool alto
(17,05 ng/ml) y pool bajo (6,6 ng/ml) fueron 26,9% y 4,27% respectivamente.
Los Coeficientes de variacion intraensayo para IGF1 para el pool alto (79,48

ng/ml) y pool bajo (6,75ng/ml) fueron 9,61 % y 25 % respectivamente.

Analisis estadistico
Los grados de comportamiento de estro + signos clinicos de estro y la citologia

vaginal fueron analizados con GEMOND vy las concentraciones hormonales con
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MIXED de SAS® (SAS Users Guide, 1989). Los datos fueron presentados como

cuadrado minimo medio * error estdndar. La significancia fue dfinida como P < 0.05.

Marco bioético del uso de animales
Este experimento se realizaron respetando las mismas consideraciones bioéticas

que en los Capitulos II y III.

RESULTADOS

Antes de la administracion de eCG el anestro fue confirmado en todas las perras
mediante los grados de comportamiento de estro + signos clinicos de estro y citologia
vaginal (grado 1; P<0,01; grado 1, P<0,01; respectivamente) y las concentraciones
séricas de P4 (0,23+0,08 ng/mL).

Dos a siete dias (3,3+0.94 d) posteriores a la administracion de eCG, todas las
perras respondieron al tratamiento y manifestaron signologia y citologia vaginal de celo
(comportamiento de estro + signos clinicos de estro, grado 1,9, P<0,01; citologia
vaginal, grado 1,9, P<0,01). Tanto las manifestaciones externas, como la signologia y
citologia fueron muy similares a las observadas en celos espontaneos.

Al analizar las concentraciones de P4 de las muestras obtenidas el primer dia del
diestro citologico (comportamiento de estro + signos clinicos de estro, grado 1,0,
P<0.01; citologia vaginal, 3,0, P<0,01), observamos que tres de las perras no alcanzaron
un adecuado pico de LH y no ovularon, mientras que las otras tres lograron un adecuado

pico de LH y ovularon (2,80 vs. 85,33+6,18 ng/mL; P<0,01). Por otra parte, las
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concentraciones de P4 séricas al momento de la administracion de eCG fueron similares
en todas las perras (0,23+0,08 ng/mL; P>0,37).

Si bien el intervalo desde la administracion de eCG hasta el comienzo del celo
fue similar en todas las perras (3,3+0,94 d), el intervalo desde el comienzo del celo
hasta el primer dia del diestro citolégico y el intervalo desde la administracion de eCG
hasta el primer dia del diestro citologico fueron mdas cortos en las perras que no
ovularon al compararlas con las que ovularon (5,00 vs. 10,00+1,31 d, P<0.05; 7,66 vs.
14,66+0,78 d, P<0,01).

Mientras que las concentraciones séricas de PRL y androstenediona se
encontraron mas bajas en las muestras obtenidas antes de la administracion de eCG al
compararlas con las obtenidas después de la administracion de la hormona (4,3+1,8
ng/ml vs. 6,5£1,6 ng/ml, P<0.05; 0,08+0,2ng/ml vs. 0,42+0,16 ng/ml, P<0,05), las
concentraciones séricas de IGF1 fueron similares antes y después de la administracion
de la hormona (286,0+£32,2ng/ml, P>0,53).

Asi mismo, cuando se compararon las concentraciones de PRL sérica antes de la
administracion de eCG, con las obtenidas durante el estro y el diestro no se encontraron
diferencias significativas (6,9+1,7, P>0,19). Ademas las concentraciones séricas de
IGF1 de las muestras obtenidas antes del comienzo el celo y durante el celo fueron
superiores que las obtenidas en el diestro citolégico (286,1ng/ml+29,8ng/ml vs.
200,4ng/ml£29,2ng/ml, P<0,01).

Por el contrario, las concentraciones séricas de androstenediona fueron mas
bajas antes del comienzo del celo y durante el celo que en el diestro (0,35 £0,17 ng/ml y

0,38+0,15 ng/ml vs.0,68 £0,17 ng/ml, P<0,05). Estos resultados muestran que la PRL,
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la IGF1 y la androstenediona modifican su concentracion sérica durante el desarrollo

folicular inducido por una unica dosis de 50 Ul/kg de eCG.
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Fig 3.1. Concentraciones séricas de PRL antes y después de la administrar

administracion eCQG.
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Fig 3.2. Concentraciones de PRL antes del celo, durante el celo y en el diestro.
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Fig 3.3. Concentraciones séricas de ANDR antes y después de la administrar
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Fig3.4. Concentraciones séricas de ANDR antes del celo durante el celo y en el

diestro.



83

350

Il PRE

300 J POST

250 A

200 A

150 A

IGF1 (ng/mL)

100 A

50 4

Fig 3.5. Concentaciones séricas de IGF1 antes y después de la administracion de eCG.
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DISCUSION

Nuestros hallazgos en relacion a la concentracién sérica de androstenediona
concuerdan con los hallazgos de Concannon y col. (Concannon, 2009; Concannon,
2011; Concannon y col, 1985), quienes comunican un incremento de la concentracion
sérica de esta hormona durante el desarrollo folicular seguido de un descenso de la
concentracion sérica luego del pico de LH aumentando entre el dia 6 y 18 del diestro.
Probablemente esto esté relacionado con el aumento en la produccién de andrdgenos
por las células de la teca, que sirve como precursor del E;. El exceso de androgeno se
observa como incremento de testosterona y androstenediona séricas junto a E, durante
el desarrollo folicular.

En los protocolos de induccion de celo, la mayoria de los investigadores
administran hCG al finalizar el tratamiento con gonadotrofinas o analogos GnRH
(Jhonston y col 2001). Debido a que, en los ciclos espontaneos, la perra no posee
ovulacién inducida, podria no ser necesario estimular la ovulacion mediante hCG en los
ciclos inducidos. Sin embargo nuestros resultados muestran que no todas las perras en
las que se induce el desarrollo folicular utilizando eCG logran ovular. Es asi que
creemos que es necesaria la administracion de hCG para lograr ovulacion en todos los
animales.

Existen algunas observaciones en relacion a las concentraciones de prolactina
durante el ciclo estral en la perra. Spattani (2007) y Olson (1982) comunicaron una gran
variabilidad entre animales en las concentraciones séricas de esta hormona durante el
estro. De Gier y col (2006) mostraron que prolactina permanece constante a lo largo del
ciclo estral tanto en ciclos espontaneos como en los inducidos con agonistas

dopaminérgicos. Nuestro resultados concuerdan con los hallazgos de de Gier y col
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(2006) no observandose cambios en la concentracion de prolactina durante el ciclo
estral.

En bovinos, las concentraciones séricas de IGF1 podrian relacionarse con las
concentraciones séricas de estradiol (Richard y col 1991). En concordancia con lo
comunicado por Richards y col (1991), y Hashizume y col (2000), en nuestro trabajo las
concentraciones séricas de este factor de crecimiento fueron mas altas durante el estro

que en el diestro.

CONCLUSIONES

Podemos concluir que la androstenediona, la PRL y la IGF1 modifican su
concentracion sérica durante el proestro y estro en la hembra canina y que la
administracion de hCG siete dias después de la aplicacion de eCG permitira lograr la
ovulacién en las perras inducidas. Asi mismo, el intervalo desde la administracion de
eCG hasta el primer dia del diestro citologico en las perras que ovularon (14,66+£0,78 d)
indicaria que el pico de LH ocurri6 alrededor del dia 7 pos administracion de la
hormona, estando los oOvulos maduros unos 4 dias mdas tarde (el dia 11
posadministraciéon de eCG) y ocurriendo el diestro el dia 14 posadministracién de la
eCG. Estos hechos determinarian al dia 7 pos administracién de la hormona como el dia

de aplicacion de hCG.
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CAPITULO V

ESTUDIO DE LA EFICACIA REPRODUCTIVA DEL USO COMBINADO DE

eCG Y hCG

INTRODUCCION

En las ultimas tres décadas se estudiaron e implementaron una gran cantidad de
protocolos para inducir estro en la perra (de Gier y col., 2006; jhonston y col, 2001;
Kutzler 2010; Okkens y Kooistra, 2006). Estos protocolos incluyen el uso de estrégenos
sintéticos (diethylstilbesterol), agonistas dopaminérgicos (bromocriptina y cabergolina),
agonistas GnRH (lutrelina, buserelina, fertirelina, deslorelina, y leuprolide) vy
gonadotrofinas exdgenas (LH, FSH, hCG, eCG; England y Allen, 1991; Kutzler, 2007,
Kutzler, 2010; Renton y col., 1981). Estos métodos se diferencian en su eficacia para
inducir estro, en las tasas de prefiez obtenidas luego de la induccion del estro y en la
capacidad para mantener las prefieces logradas. Por otra parte algunos protocolos son
muy costosos o de dificil implementacion en la clinica diaria, como ocurre por ejemplo
con los protocolos que requieren bombas de infusion (Concannon y col., 2006). Asi
mismo algunas hormonas no estdn disponibles en todos los paises y ademads la
aplicabilidad de alguno de estos métodos en la practica clinica diaria es cuestionable
debido a la posibilidad de que ocurran-efectos indeseables en las perras (Arnold y col.,
1989; Johnston y col., 2001).

Los regimenes con gonadotrofinas exdgenas que utilizan la administracién
secuencial de eCG y hCG son utilizados frecuentemente en los programas de
inseminacion artificial en felinos domésticos y silvestres (Howart y col., 1997; Moore y

col., 1981). En contraposicion, cuando se implementaron estos protocolos en la perra
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los resultados fueron muy variables, por lo que dejaron de usarse en la practica diaria. Si
bien, las gonadotrofinas han mostrado, ser altamente efectivas para inducir proestro en
la perra, en muchos casos las tasas de ovulacion fueron pobres y en otros ocurrio
superovulacion. Por otra parte en muchos de los estudios publicados no se comunican
las tasas de prefiez y las tasas de nacimientos fueron muy variables (Arnold y col. 1989;
Johnston y col., 2001; Nakao y col., 1985; Tsuda y col., 1995).

Los efectos indeseables observados con mayor frecuencia cuando se utiliza eCG
y hCG son respuesta ovarica impredecible, (Johnston y col., 2001) hiperestrogenismo y
trombocitopenia debido a superestimulacion ovarica y superovulacion (Arnold y col.,
1989; Weilenmann, 1993), falla en la implantacion debido a hiperestrogenismo
(Kennely, 1969; Lehmann y col., 1975), reacciones alérgicas a eCG (Carter, 1980) y
falla lutea (Carter, 1980; Jones y col.,, 1973; Nakao y col.,, 1985). Los efectos
indeseables mencionados podrian asociarse a la administracion de altas dosis de eCG
utilizadas en caninos en comparacion con las dosis de eCG utilizada en otras especies
como bovinos y ovinos.

Por otra parte la inclusion de hCG en los protocolos de induccion de celos en
caninos es controversial debido a que los caninos presentan ovulacidon espontanea
(Kutzler, 2010). Sin embargo, en otras especies que también ovulan de manera
espontanea como equinos y bovinos se utiliza hCG y GnRH con el fin de sincronizar la
ovulacién en programas de inseminacion artificial (Evans y col.,, 2006; de Rensis,
2006). Por lo tanto, la utilizacién de hCG en los protocolos de induccién de ciclos en la
perra permitiria sincronizar las ovulaciones y esta seria la justificaciéon de su uso.
Cuando se evalian los trabajos realizados por diferentes investigadores se puede

observar que en muy pocos no se administré hCG (Renton y col., 1981; Allen, 1982;
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Kusuma y Tainturier, 1993). La dosis utilizada en la mayoria de los trabajos fue de 500
UI totales, el segundo dia del estro (Archbald y col., 1980), el quinto dia del tratamiento
(Weilenmann y col., 1993) o el décimo dia del tratamiento (Archbald y col., 1980;
Arnold y col., 1989; Chaffaux y col., 1984; Nakao y Aoto 1985; Thun y col., 1977).
Diversos investigadores han comunicado la ocurrencia de incompetencia lutea luego del
tratamiento con eCG y hCG, al igual que ocurre luego de la utilizacion de agonistas
GnRH y hCG (Kutzler, 2010). Esto ha sido también comunicado en otras especies como
ovinos y bovinos (Kusuma y Tainturier, 1993; Van Haaften y col., 1989). Cirit y col.
(2007), consideran que la utilizacion de hCG seria perjudicial.

En el Capitulo II se selecciond la via IM como la ruta de administraciéon mas
adecuada para la eCG; en el Capitulo III se seleccion6 50 Ul/kg como dosis mas
adecuada de eCG para inducir una respuesta ovarica adecuada; y en el Capitulo IV se
selecciono la administracion de una dosis de 500 UI totales de hCG siete dias después
de la eCG como método adecuado para inducir la ovulacién. Por lo tanto un estudio
clinico donde se pueda evaluar la eficacia clinica de este nuevo protocolo propuesto
para inducir ciclos fértiles y sincronizar la ovulacion en la perra permitird determinar si
es posible su uso en la clinica reproductiva diaria.

El objetivo de este experimento fue evaluar la eficacia de un protocolo de 50
Ul/kg de eCG seguido siete dias después de 500 UI totales de hCG en la induccion de
ciclos fértiles y sincronizacion de la ovulacion en la perra.

Nuestra hipotesis fue que una unica dosis de eCG de 50 Ul/kg seguida siete dias
después de 500Ul de hCG es eficaz para inducir ciclos fértiles y sincronizar la

ovulacion en perras en anestro.
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MATERIALES Y METODOS
Disefio experimental

Se utilizaron perras (n= 24) (Ovejero Aleman, n=4; Labrador, n=3; Pug, n=10;
Samoyedo, n=1; and West Highland Terrier, n=6) sanas, enteras, de 2 a 5 afios de edad,
y con un peso entre 10 y 30 kg en un disefio completamente aleatorizado (Petersen,
1995). Se incluyeron en el experimento 5 machos (Ovejero Aleman, n=1; Labrador, n=
1; Pug, n=1, Samoyedo, n=1y West Highland, n=1), de 2 a 5 afios de edad para la
implementacion del servicio natural o la inseminacion artificial de las hembras. Se
determind el momento del anestro mediante el historial de cada perra obtenido de los
registros reproductivos del criadero y se confirmé mediante citologia vaginal y
concentraciones séricas de P4 (< 1 ng/mL). Las perras fueron alojadas en un canil
acondicionado para tal fin y fueron asignadas en forma aleatoria a uno de dos
tratamientos. En relacion a los resultados obtenidos en los Capitulos II, II y 1V; las
perras asignadas al primer tratamiento (TRT, n=16) recibieron una inyeccion de eCG
(50 Ul/kg IM; Novormon®, Syntex SA) el primer dia del protocolo y una inyeccién de
hCG (500 UI IM; Ovusyn®, Syntex SA) 7 d mas tarde. Las perras asignadas al segundo
tratamiento (PLA, n=8) recibieron una inyeccioén de solucion salina (0 IU eCG IM) el
primer dia del protocolo y una segunda inyeccién de solucion salina (0 IU hCG IM)
siete dias mas tarde.

Las perras fueron controladas diariamente para detectar signologia del estro,
obtener y observar muestras de citologia vaginal con el fin de evaluar la respuesta al
tratamiento, utilizando los grados descriptos en el experimento Capitulo I11.

Se obtuvieron muestras de sangre de los animales del grupo TRT y PLA antes de

iniciar el tratamiento para determinar las concentraciones de P4 séricas y confirmar el
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anestro. En el grupo TRT se obtuvieron muestras de sangre el primer dia del diestro
citologico para determinar las concentraciones de P4 séricas y confirmar la ovulacion
mediante la presencia de un cuerpo luteo activo. En el grupo PLA las muestras de
sangre se obtuvieron una vez por mes hasta la aparicion del proestro o durante cuatro
meses. Todas las muestras fueron centrifugadas y el suero almacenado a -20 °C hasta
que se determin6 P4 mediante RIA como se describid en el Capitulo III.

Ademas, se seleccionaron de manera aleatoria siete perras del grupo TRT, y se
obtuvieron muestras de sangre antes de la administracion de eCG y diez dias después de
la administracion de eCG para realizar la evaluacion de los pardmetros hematologicos y
bioquimicos. Las muestras para hematologia fueron analizadas con un contador
hematologico semiautomatico (Sysmex F-820, Sysmex America, Inc.; Mundelein,
USA). Los parametros hematologicos evaluados fueron el recuento de eritrocitos
(10%/uL), recuento de leucocitos (10°/uL), recuento de plaquetas (10°/uL), neutrofilos en
banda (%), neutréfilos segmentados (%), eosindfilos (%), baséfilos (%), linfocitos (%),
monocitos (%), dosaje de hemoglobia (g/dL), y hematocrito (%). Las muestras para
bioquimica sanguinea fueron analizadas con un autoanalizador (Aeroset®; Abbott
Laboratories, Ltd. Saint-Laurent, Canada) utilizando reativos para bioquimica sanguinea

(Alcyon®

, Abbott Abbott Laboratories, Abbott Park, USA), y los pardmetros
bioquimicos evaluados fueron las proteinas totales (g/L), albumina (g/L), globulinas
(g/L), relacion albumina/globulina, creatinina (mg/dL), alanine amino-transferase
(IU/L).

Todas las perras que respondieron al tratamiento y ciclaron, (comportamiento de

estro y signos clinicos de estro grado 3, citologia vaginal grado 5), fueron servidas o se

les realiz6 inseminacion artificial con semen fresco. El diagndstico de prefiez se realizo
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mediante palpacion abdominal y ultrasonografia utilizando un transductor lineal
multifrecuencia de 5,0-7,5-10,0 MHz (Mindray DP-600 VET, Shenzhen, China), 25-30
dias después del primer dia del diestro citologico. Se monitoreo el parto y se registro el

tamano de camada.

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados por PROC MIXED y PROC GENMOD de SAS®
(SAS Users Guide, 1989). Las variables dependiente analizadas incluyeron: los
parametros hematologicos y bioquimicos, grados de comportamiento de estro, signos
clinicos del estro, y citologia vaginal para el grupo TRT antes y después de la
administracion de eCG. El intervalo tratamiento-estro, tasas de prefiez, numero de
cachorros nacidos y destetados. Los datos fueron presentados como cuadrados minimos

medios * error estandar. La significancia fue definida como P < 0.05.

Marco bioético del uso de animales

Este experimento se realizo respetando las mismas consideraciones bioéticas que

en lls Capitulos II, Il y I'V.

RESULTADOS

Al inicio del tratamiento, todas las hembras TRT y PLA presentaron niveles
séricos basales de P4 (0,72 + 0,31 ng/mL). Antes del TRT el grado de citologia vaginal
fue similar entre el grupo TRT y PLA (1,21 + 0,09 vs. 1,00 + 0,12, P < 0,18). Tres a

cinco dias después de realizar el TRT, los grados de comportamiento de estro + signos
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clinicos de estro y de citologia vaginal fueron superiores en el grupo TRT al compararlo
con el PLA (grados de comportamiento de estro + signos clinicos de estro, 2,92 + 0,05
vs. 1,00 £ 0,07, P < 0.001; grados de citologia vaginal, 4,78 + 0,09 vs. 1,00 + 0,09, P <
0,001).

En el grupo TRT todas las perras respondieron al tratamiento y esto se puso de
manifiesto por el comienzo de los signos clinicos de estro dentro de los tres a cinco dias
de la administracion de eCG. En el grupo PLA, todos los animales manifestaron celo
entre 39 y 90 dias después de la administracion de solucion salina. El intervalo medio
desde el tratamiento hasta el comienzo del estro fue mas corto en el grupo TRT al
compararlo con el PLA (4,14 + 3,38 vs. 68,5+ 4,48 d, P <0,001).

El intervalo interestral previo al tratamiento fue similar en grupo TRT y PLA
(199,62+7,26 vs. 197,50+10,27 d), pero el nuevo intervalo interestral, obtenido luego
del tratamiento, fue mas corto en el grupo TRT al compararlo con el PLA (164,00+7,26
vs. 212,254+10,27 d; interaccion tratamiento por intervalo, P<0,007).

Luego de realizar el tratamiento, la concentracion sérica de P4, se incrementd en
todas las perras del grupo TRT (0,72 + 0,31 ng/mL vs. 22,85 + 4,27 ng/mL; P <0,001)
el primer dia del diestro citolégico. En el grupo PLA no se observaron cambios en la
concentracion sérica de P4 luego del tratamiento (P > 0,84).

En el grupo TRT, el intervalo medio desde la administracion del tratamiento
hasta el primer dia del diestro citologico fue de 16,64 + 0,63 d. Por lo tanto el pico de
LH ocurrié aproximadamente 8,64 d después del tratamiento con eCG y 1,64 d después
del tratamiento con hCG. El 94% de las perras del grupo TRT recibieron servicio,
(15/16; 1A, n=7; servicio natural n=8), y el 80% (12/15) quedaron prenadas. El

promedio del tamafio de camada fue de 3,62 = 0,41.
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La mayoria de los parametros hematologicos y bioquimicos evaluados antes y
después de la administracion de eCG y hCG, no mostraron diferencias significativas (P
> 0.05; recuento de eritrocitos, 7441428+205067 106/uL; recuento de leucocitos,
11907+911 10°/uL; plaquetas, 339714+36589 10°/uL; neutrofilos en banda, 1.65+0.46
%; neutrofilos segmentados, 67.78+£2.78 %,; eosinofilos, 6.64+ %; basofilos, 0+0 %;
linfocitos, 22.35+1.25 %; monocitos, 0.92+0.33 %; hemoglobina, 18.17+0.56 g/dL;
hematocrito, 48.46+1.09 %; proteinas totales, 7.63+0.18 g/L, albuminas, 4.55+0.13 g/L;
globulinas, 3.15+0.17 g/L; relaciéon albuimina/globulinas, 1.50+£0.09; creatinina,
1.39+0.04 mg/dL). Se observaron diferencias significativas en la concentracion de
alanino aminotransferasa (ALT), la que sufri6 un incremento significativo luego del
tratamiento (66.00 vs. 73.42 +£0.26 IU/L, P < 0.049). Todos los parametros
hematologicos y bioquimicos se encontraron dentro de los valores normales pre y pos
tratamiento (Kaneko y col, 1997; Schalm, 2000). Ninguno de los animales mostrd

efectos colaterales adversos luego del tratamiento con eCG y hCG.

DISCUSION

A lo largo de los ultimos afos, se ha intentado implementar diversos métodos de
induccién de ciclos en la perra utilizando una gran variedad de agentes farmacoldgicos
(Kutzler, 2005; Kutzler, 2007). Como se puede observar en los diversos trabajos de
revision sobre induccion de ciclos en la hembra canina (Kutzler, 2005; Kutzler, 2007;
Kutzler, 2010), se han usado diferentes protocolos que incluyen eCG y hCG pero con
resultados muy variables (England y Allen 1991; Kutzler, 2007; Renton y col., 1981).

Muchos de estos estudios han sido realizados durante las décadas de los 70, 80 y
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comienzos de los 90 y se han utilizado dosis elevadas de eCG con un rango que fue
desde 20 IU/kg tnica dosis IM a 500 IU/kg tnica dosis IM durante 5 a 20 d (Arnold y
col., 1989; Chaffaux y col., 1984; Leiva-Ocariz, 1993; Nakao y Aoto 1985; Thun y col.,
1977; Tsuda y col., 1995; Weilenmann, 1993). Es asi que si se utilizaran estos
protocolos de induccion de ciclos, una perra con un peso de 20 Kg recibiria una dosis
total de 2000 1U, 4000 IU, 7920 IU, 7140 IU, 8320 IU, 12852 IU, 50000 or 100000 de
eCG. Si comparamos estas dosis con las utilizadas habitualmente en otras especies
como por ejemplo ovinos y bovinos, podremos observar que en ovejas durante estacion
reproductiva se utilizan 200 UI de eCG y durante el anestro 400 UI de eCG para lograr
induccién y sincronizacion de celo (Menchaca y Rubianes, 2004). En bovinos de leche,
en protocolos de sincronizacion se utiliza una unica dosis de 400 UI de eCG 48h antes o
al momento de retirar el dispositivo intravaginal de P4 (Bryan y col., 2010; Sa Filho y
col., 2010). Claramente se puede observar que en la perra se han utilizado dosis
elevadas de eCG y durante periodos prolongados, esto resulta en superestimulacion
ovarica e hiperestrogenismo. Los altos porcentajes de perras que entraron en celo y
quedaron prefiadas en este experimento utilizando una unica dosis de 50 Ul/kg, estarian
relacionados con la implementacion de dosis mas bajas que las utilizadas en estudios
previos, lo cual evitaria la superestimulaciéon ovarica y los consecuentes efectos
adversos.

El intervalo tratamiento-estro obtenido es semejante al obtenido por Kutzler y
col. (2009), y Volkman y col. (2006), cuando utilizaron agonistas GnRH y mucho mas
corto que en protocolos en los que se utilizan agonistas dopaminérgicos. Ademas
cuando se utilizan protocolos con agonistas dopaminérgicos el intervalo tratamiento-

estro fue muy variable y prolongado pudiendo variar entre 4 y 41dias (Zoldag, 2001),
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mientras que cuando se utilizan agonistas GnRH el periodo es de 3 a 5 d (Volkman y
col., 2006) y 6 £2 d (Volkman y col., 2006). Los resultados de este estudio muestran un
intervalo de 4,14 + 3,38 dias al utilizar el protocolo de eCG/hCG el cual es similar al
intervalo tratamiento-estro ocurrido con agonistas GnRH.

En estudios previos, la incompetencia lutea prematura con la subsecuente
pérdida de la prefiez fue comunicada como un problema habitual en perras tratadas con
eCG (Jones y col., 1973; Nakao y Aoto 1985; Tsuda y col., 1995; Weilenmann y col.,
1993). En un estudio, el tratamiento con eCG fue seguido por la declinacion progresiva
de las concentraciones séricas de P4 por debajo de 1 ng/mL entre los dias 38 y 40 de
iniciado el estro (Barta y col., 1982). De igual forma otros autores han comunicado
pérdida de la prefiez debido a la presencia de un CL incapaz de mantener la gestacion
luego de realizar el tratamiento con eCG (Jones y col., 1973; Nakao y Aoto 1985; Tsuda
y col., 1995; Weilenmann y col., 1993). La falla lutea ha sido también comunicada en
otras especies como ovejas (Haresign y col., 1975), bovinos de carne (Kessler y col.,
1981) y bovinos de leche (Morrow y col.,, 1966). En contraposicién con estas
observaciones, en este estudio no se observd incompetencia lutea y todas las perras
tratadas con eCG fueron capaces de mantener la gestacion y parieron cachorros
normales. Estos hallazgos mostrarian que eCG no actia en detrimento de la vida media
del CL.

Debido a que la perra ovula de manera espontanea, la utilizacion de hCG para
inducir la ovulacion es controversial. En otras especies que también ovulan de manera
espontanea, como la oveja, la yegua y la vaca utilizan una dosis tunica de hCG para
inducir la ovulacion (De Rensis y col., 2010; Evans y col., 2006; Menchaca y Rubianes,

2004). Mientras que muchos protocolos de induccién de ciclos implementan la
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administracion de 500 UI de hCG para inducir la ovulacién (Johnston y col., 2001;
Kutzler, 2007; Kusuma y Tainturier, 1993; Kutzler, 2010; Tsuda y col., 1995;
Weilenmann y col., 1993) en un estudio reciente no se observaron beneficios sobre la
ovulacion al administrar hCG los dias 1 y 3 del realizado el tratamiento con eCG (Cirit
y col., 2007). En este estudio administramos una dosis tnica de 500 UI hCG siete dias
después de la administracion de eCG para inducir la ovulacién y obtuvimos tasas de
prefiez del 80%. Este resultado se correlaciona con los resultados obtenidos en el
Capitulo III, en el que s6lo administramos eCG y se registrd ovulacion en el 50% de las
hembras, lo que qued6 demostrado por la elevacion de la progesteronemia en el diestro;

esta observacion justifica la utilizacién de hCG.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos muestran que 50 IU/kg de eCG, combinada siete dias
después con 500 IU de hCG fueron efectivos para inducir un ciclo estral normal y fértil
en perras, sin ocurrencia de efectos colaterales adversos. El ciclo inducido ocurrié
alrededor de los 164 dias posteriores al celo anterior obteniéndose una tasa de prefiez
del 80%. Asi mismo se logro una reduccion del intervalo interestral en promedio de 48

dias.
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CONCLUSIONES GENERALES

De los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis surge la observacion

de que los efectos adversos asociados a la administracion de eCG se encuentran

relacionados con el uso de altas dosis de esta hormona y pueden evitarse utilizando
dosis reducidas de la misma.

El uso de 50 UI/Kg de eCG en anestro tardio, seguida de la administracion de

500 UI de hCG siete dias mas tarde hizo posible la obtencion de altas tasas de prefiez y

tamafios de camada aceptables. Estas observaciones, asociadas a la prediccion de la

ocurrencia del celo al aplicar el mencionado protocolo hacen que el mismo prometa ser

de aplicacion rutinaria en los establecimientos productivos caninos.
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