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XIX

TITULO Efecto de cloprostenol y aglepristone sobre la gestacion temprana
y media en felinos. Estudios clinicos, endocrinol6gicos y
ultrasonograficos.

PALABRAS CLAVES Gata, gestacion, interrupcion de la gestacion
RESUMEN

Esta tesis tuvo como objetivos 1) relacionar diferentes parametros
ultrasonograficos con el DG vy evaluar las fluctuaciones séricas de P, durante la
gestacion en la gata domestica; 2) evaluar el efecto farmacologico del ALI'y
CLO para interrumpir la gestacion temprana y media en felinos; 3) estudiar los
cambios ultrasonograficos durante el TRT; 4) evaluar la fertilidad
postratamiento. Para cumplir con estos objetivos se realizaron tres experimentos.
En el experimento uno se realizd un seguimiento ultrasonografico vy
endocrinolégico desde el dia 21 de gestacion hasta el parto. Todas las gatas
Ilegaron al final de la gestacion. Pudo visualizarse una correlacién positiva entre
los registros ultrasonograficos de las mediciones realizadas a los SG y fetos con
los DG. Asi mismo se obtuvo una correlacion positiva entre la concentracion
sérica de P4, los DG y los DPP. La mayoria de los parametros ultrasonograficos
fueron explicados por la funcién polinémica con r?>0.70. En el experimento dos
y tres se evalud el efecto del ALI'y CLO entre 21-22 y 35-38 dias de gestacion,
respectivamente. ElI ALI resultd ser efectivo para interrumpir la gestacion
temprana y media sin la ocurrencia de efectos colaterales. En contraposicion el
CLO no resultd efectivo para interrumpir la prefiez temprana y media,
presentando efectos colaterales de grado leve. Los registros ultrasonograficos de
las mediciones realizadas a los SG y fetos permitieron detectar cambios
relacionados con interrupcion temprana y media de la gestacion. Se estudiaron
las fluctuaciones de P, en relacion al TRT, observdndose un ascenso
postratamiento en las gatas ALI, y un descenso postratamiento en las gatas CLO.
Todas las gatas del grupo ALI y CLO retornaron al estro y conservaron la
fertilidad. En conclusion, con la determinacion de ecuaciones exponenciales
hemos correlacionado las mediciones ultrasonograficas y de la concentracion
sérica de P4 con los DG. Por lo tanto con este estudio se obtuvieron nuevos datos
para el monitoreo de la gestacion en la gata desde el dia 21 hasta el final de la
prefiez. Asi mismo los protocolos utilizados para interrumpir la gestacion
mostraron que el CLO no resultd efectivo pero el ALI si resultd efectivo para
interrumpir la prefiez en gatas que presentaban entre 21-22 y 35-38 d de
gestacion no afectando la fertilidad posterior.
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TITLE Effect of cloprostenol and aglepristone on feline early and mid-
gestation. Clinical, endocrinological and ultrasonographic studies

KEY WORDS Queen, pregnancy, pregnancy interruption
SUMMARY

The objectives of this dissertation were to study: 1) the relationship between
different ultrasonographic measurements with gestation age and evaluate the
serum P4 concentration during pregnancy in the queen; 2) the efficacy of ALI
and CLO to induce early and mid-pregnancy termination in queens; 3) the study
the ultrasonographic changes during ALI and CLO TRT; and 4) to evaluate
fertility ALl and CLO postreatment. Three experiments were carried out to
accomplish these objectives. In experiment one, females were daily monitored
by ultrasonography since day 21 to the end of pregnancy to recorded gestational
sac, fetal measurements and serum P, concentration. All queens successfully
carried their pregnancies to term. A positive correlation was found between
ultrasonographic measurements and gestational age, and between serum Py
concentration and gestational age and days prior to parturition. Most of the
ultrasonographic parameters were explained by polynomial function with r?
>0.70. In experiment two and three we studied the effect of ALI and CLO at 21-
22 and 35-38 days of pregnancy, respectively. ALI was effective at inducing
early and mid-pregnancy interruption and no side effects were observed in the
animals. Conversely CLO was not effective to induce early and mid-pregnancy
interruption and side effects lesser degree was observed. The ultrasonographic
measurements gestational sac and fetal showed that was different in all treatment
groups and could be used to detect changes with early and mid-pregnancy
interruption. When we studied hormonal response in relation with the treatment,
we observed that serum P, concentration increase postreatment in ALI group
and decrease postreatment in CLO group. All ALI and CLO queens had a
normal return to estrus and had successful pregnancy after treatment. In
conclusion, we correlated ultrasonographic measurements and serum Py
concentration with days of gestation, with the determination of the exponential
equations. Therefore, with this study we obtained new data for monitoring
pregnancy in the queen since day 21 to the end of pregnancy. In addition the
results for this study indicate that CLO is not effective, but ALI is effective to
induced pregnancy interruption in queens at 21-22 or 35-38 days of pregnancy.



CAPITULO |

INTRODUCCION GENERAL

La ocurrencia de gestaciones no deseadas es frecuente en hembras felinas. Es asi
que la interrupcion de la gestacion constituye un motivo de consulta cotidiano en la
clinica reproductiva diaria. Las crias nacidas de estos animales muchas veces terminan
como animales callejeros que habitan en terrenos baldios o casas abandonadas dando
origen a nuevos nacimientos y a la formacion de poblaciones urbanas de gatos
abandonados. Estos animales sufren falta de alimento, atencion veterinaria preventiva y
curativa asi como las inclemencias del ambiente (lluvias, frio, etc.). Asi mismo, en
regiones con alta densidad de poblacion como Capital Federal, Gran Buenos Aires y La
Plata el problema es aln mas grave ya que aumentan las probabilidades de accidentes
ocurridos con personas que toman contacto con animales callejeros sin controles
sanitarios. El control de la reproduccion de estos animales es imprescindible ya que las
poblaciones de gatos callejeros crecen en forma exponencial con los consecuentes
problemas que esto acarrea. La ocurrencia de enfermedades zoondticas (toxoplasmosis,
endo y exoparasitosis, clamidiosis, rabia, etc.) y accidentes (mordeduras y arafiazos)
relacionadas con este grupo de animales deteriora la calidad de vida de toda la
poblacion y en especial la de los pobladores de zonas marginales. Estos ultimos son los
que mas problemas sanitarios padecen a consecuencia de la gran cantidad de animales
callejeros sin controles sanitarios que habitan en dichas areas.

En ocasiones la gata es llevada al veterinario para un examen de rutina con el fin
de cumplir con el plan sanitario anual o por algin problema de salud y al ser examinada
por el veterinario se descubre una prefiez temprana o media. Por lo tanto un motivo de

consulta frecuente es el deseo de interrumpir la gestacion no deseada en las gatas



mascotas cuando la hembra se encuentra en el primer o segundo tercio de la gestacion.
Sin embargo, cuando la gata forma parte de un plantel reproductivo se plantea la
necesidad de que el protocolo utilizado no afecte la fertilidad posterior de la hembra. Es
asi que el control de la reproduccion en la gata doméstica se presenta como un constante
desafio en la clinica reproductiva de pequefios animales.

Con el fin de lograr el control de la reproduccion en la gata, resulta de suma
importancia conocer las particularidades del ciclo estral felino y la fisiologia de la
gestacion. A su vez la evaluacion y seguimiento de la prefiez mediante métodos
complementarios, permite valorar los cambios fisiologicos y detectar afecciones que
pueden ocurrir durante el transcurso de la misma. La comprension de la fisiologia
reproductiva de la hembra felina nos permitird analizar las ventajas y desventajas de las
diferentes estrategias terapéuticas disponibles para la interrupcion de la gestacion. Asi
mismo nos permitira estudiar, desarrollar e implementar nuevos protocolos para la

interrupcion de la gestacion no deseada en la gata doméstica.

Ciclo estral

Fisiolégicamente, la gata doméstica es poliéstrica estacional, es decir que ciclara
de manera repetida durante una estacion reproductiva a menos que el ciclo sea
interrumpido por prefiez, pseudoprefiez o enfermedad (Feldman y Nelson, 2000). En
nuestro pais las gatas presentan celo durante las estaciones de primavera y verano
ocurriendo un anestro nestacional en otofio e invierno (Stornelli, 2007), sin embargo
bajo un régimen luminico artificial de 14 h de luz diarias ciclan durante todo el afio
(Robledo y col., 2003). Por el contrario, si las gatas son expuestas a un régimen
luminico diario corto (8 h luz/diarias), la actividad ovarica cesa y consecuentemente la

hembra entra en anestro (Leyva Yy col., 1989).



La mayoria de las hembras felinas alcanzan la pubertad entre los 6 y 9 meses de
edad (Verstegen, 1998; Esteve, 1992). Esto varia debido a la influencia de varios
factores, entre ellos la época del afio en que la hembra nace. Se ha informado que
aquellas hembras que nacen en invierno comienzan su actividad sexual mas
tempranamente que aquellas que nacen en verano (Tsutsui y col., 2004). Por otro lado,
la madurez sexual presenta cierta heredabilidad, es asi que razas de pelo corto son mas
precoces que las razas de pelo largo (Povey, 1978). Otro factor a considerar es el peso,
ya que las hembras necesitan un peso minimo de 2,3 a 2,5 kg para llegar a la pubertad
(Verstegen, 2002).

El ciclo estral felino se divide en cuatro periodos; proestro, estro, interestro y
anestro (Johnston y col., 2001). EI proestro, es el periodo del ciclo estral cuya duracién
puede ser tan breve (24 h) que pasa inadvertido o durar 1 a 2 d (Johnson, 2000). Es el
momento de actividad folicular (sintesis y secrecion de E,), cambios en la citologia
vaginal y preparacion para el apareamiento y prefiez (Feldman y Nelson, 2000). Los
foliculos ovéricos desarrollan desde un diametro aproximado de 0.5 mm a 1.5 mm
durante este periodo (Esteve, 1992). Los E,, llegan a concentraciones superiores a 20
pg/mL, siendo los niveles plasmaticos de esta hormona en anestro o interestro inferiores
a 15 pg/mL (Feldman y Nelson, 2000). EI aumento de las concentraciones séricas de E;
se relaciona con el comportamiento afectuoso de la hembra, y las caracteristicas
conductales (fricciones, pisoteo con los miembros posteriores, vocalizaciones y menor
hostilidad hacia el macho) presentes en esta etapa del ciclo estral. En este periodo si
bien la hembra atrae al macho, no permite la monta (Johnson, 2000).

El estro es el momento en que la hembra acepta el servicio, y la sintesis y
concentracion sérica de E; llega a los niveles més altos, 40 a 80 pg/mL (Verstegen,

2002). La duracion promedio de este periodo es de 6 a 10 d (Esteve, 1992). Debido a las



altas concentraciones de E, plasmatico, la gata aumenta las vocalizaciones, presenta
lordosis, mantiene la cola hacia un lado y acepta la copula (Johnson, 2000). Este
aumento de los E,, no sélo produce un cambio del comportamiento, sino que también
actua sobre el epitelio vaginal produciendo la cornificacion del mismo (Johnston y col.,
2001). En consecuencia, la citologia vaginal de la fase folicular (proestro y estro)
presenta células superficiales nucleadas y anucleadas. Las células superficiales son
grandes, de bordes irregulares, ndcleo oval y picnético o sin nicleo (Esteve, 1992).

Una particularidad de las hembras felinas es que la ovulacién es inducida, donde
la estimulacion vaginal producida por el pene del macho es seguida en forma inmediata
por un incremento en la actividad neural dentro de las areas hipotalamicas (VVerstegen,
2002). La mencionada estimulacion causa liberacion de GnRH, con la consecuente onda
de LH que sigue a la estimulacion vaginal. Las ondas de LH se presentan a los 15
minutos de la cépula. Los niveles maximos de LH requieren entre 8 a 12 copulas y se
alcanzan 4 h después de ocurrido el primer coito. La ovulacion ocurre aproximadamente
a las 24 h después de la rapida liberacion de LH (Felman y Nelson, 2000). Los valores
de esta hormona van desde 10 ng/mL antes del apareamiento a mas de 100 ng/mL
después de la estimulacion méxima (Verstegen, 2002). Algunas gatas pueden no liberar
adecuadas concentraciones de LH para inducir la ovulacion a pesar de repetidas copulas
con machos fertiles (Johnson, 2000). La adecuada secrecion de LH postestimulacion
vaginal no siempre inducird la ovulacion. Es probable que una cierta madurez intrinseca
del foliculo en desarrollo sea prerrequisito para que el estimulo coital que permite la
ovulacion sea efectivo (Johnson, 2000).

Se ha observado que un 35 % de las hembras felinas pueden presentar ovulacion
espontanea (Johnson, 2000). Esto ocurre en aquellas colonias de gatos en que las

hembras estan confinadas en el mismo ambiente que los machos, a pesar de que no haya



contacto fisico ni visual. Esta observacion se puede atribuir al efecto de las feromonas
tal como ocurre en otras especies (Verstegen, 1998).

En ausencia de apareamiento u ovulacion espontanea comienza la etapa llamada
interestro, la cual es definida como la etapa que le sigue a un estro y precede al estro
siguiente. La duracién de este periodo varia de 8 a 10 d promedio (Feldman y Nelson,
2000). Mediante citologia vaginal puede observarse un predominio de células
intermedias, células superficiales en menor proporcion y ocasionalmente pueden
visualizarse neutréfilos. Las células intermedias son mas pequefias que las células
superficiales, con contornos celulares regulares y nucleo redondo u oval, el cual puede
estar picnotico (Esteve, 1992).

Si ocurre ovulacion pero los ovocitos no son fertilizados, los foliculos se
luteinizan y se forman CL que secretan P,4. La fase luteal es mas corta que la gestacion,
y se denomina pseudogestacion (Verstegen, 1998). En esta etapa, la concentracion de Py
sérica llega a niveles de mas de 20 ng/mL (Wildt y col., 1980; Schmidt y col., 1983).
Sin embargo, la concentracion de P, comienza a descender alrededor del dia 25 Ilegando
a valores basales entre los 30 y 40 d, por lo tanto los CL de la pseudoprefiez estarian
pre-programados a sufrir atrofia después de los 25-35 d al no existir un soporte
luteotréfico proveniente del embrion o placenta (Verstegen, 1998). Al final de la
pseudogestacion existe un periodo breve de interestro que precede al siguiente estro,
siempre y cuando las gatas estén en etapa reproductiva (Verstegen, 1998). En
consecuencia la duracion del periodo de pseudogestacion es aproximadamente de 40 d
(Wildt y col., 1980; Schmidt y col., 1983). En esta fase la citologia vaginal presenta las
mismas caracteristicas que la citologia de interestro.

El anestro es el periodo caracterizado por la ausencia de ciclos estrales. Esta fase

ocurre cuando disminuyen las horas luz con el consiguiente aumento de MEL y PRL



(Banks y Stabenfeldt, 1983). Las concentraciones séricas de MEL y PRL son
sincronicas, se elevan durante los periodos de oscuridad y disminuyen durante los
periodos de gran intensidad luminica (Leyva, 1989). Por lo tanto, el anestro felino se
caracteriza por niveles elevados de MEL y PRL, y niveles basales de E, y P4 (Verstegen,
1998). En esta etapa, la citologia vaginal presenta contenido mucoso, predominio de
células parabasales y una escasa cantidad de células intermedias y leucocitos (Colby,
1980). Las células parabasales se caracterizan por ser redondas, con bordes celulares

regulares y poseer una relacion nucleo-citoplasma disminuida (Esteve, 1992).

Gestacion

Después de la ovulacion, los 6vulos permanecen en los oviductos durante 5 a 6
d, lugar donde ocurre la fertilizacién (Feldman y Nelson, 2000). Poco después de la
fecundacién, el cigoto comienza a dividirse mientras recorre el oviducto hacia el utero.
Entre las 60 a 68 h de la copula se observan embriones de 1 a 2 células, 76 h mas tarde
se observan embriones de 5 a 8 células y a las 100 h los embriones poseen entre 9 y 16
celulas. A las 124 h se observan morulas en nivel del oviducto las cuales a las 148 h se
compactan observandose blastocistos tempranos que atraviesan la unién uterotubérica,
ubicandose en el cuerno uterino (Knospe, 2002; Swanson y col., 1994; Figura 1.1.). Las
divisiones contindan y comienza la produccion de liquido que dard a lugar a la
formacion de una cavidad o blastocele en el interior de la masa de células. Esta etapa en
la que el embrion adn se encuentra rodeado por la zona pelucida, recibe el nombre de
blastocisto y en él se diferencian segun su posicién dos poblaciones de células, una el
nodulo embrionario que da origen al embrion propiamente dicho, y otra la situada
periféricamente que origina el trofoblasto, el cual interviene en la ingestion selectiva de

nutrientes y que formara posteriormente el corion. Luego se produce la ruptura de la



zona pelucida y la salida del embrion por el punto de rotura. Entre las causas de rotura
se encuentran el crecimiento y expansion del blastocisto y el aumento de liquido en el
blastocele. El blastocisto eclosionado, que se ha desprendido de la zona pellcida,
comienza una fase de alargamiento de répido crecimiento, pasando de una forma
esférica a una tubular o filamentosa. Los embriones se mueven en el Gtero en busca de
un lugar adecuado para implantarse (Garcia Sacristan y col., 1995). Se considera que la
implantacion ocurre entre los 12 a 13 d posteriores a la ovulacion (Johnston y col.,
2001). El pasaje de embrion a feto ocurre alrededor de los 28 d (Illanes y col., 2007). La
duracion de la gestacion oscila entre 52 y 74 d después del servicio con un promedio de
66 d (Jemmett y Evans 1977; Munday y Davidson, 1993, Prescott, 1973; Rott y col.,

1995).
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Figural.l.  Embriogénesis en la gata doméstica. Diagrama del desarrollo
embrionario in vivo en la gata doméstica luego de servicio natural a los 2
y 3 d del estro (adaptado de Swanson y col., 1994).

Uno a dos dias postovulacion la concentracion de P, plasmatica aumenta por
encima de la concentracion basal (< 1 ng/mL) siendo de 2 ng/mL. La P4 continta
aumentando siendo la concentracion de 15 a 30 ng/mL entre los 25 y 30 d de gestacién
(Johnston y col., 2001). Esta hormona mantiene valores estables hasta aproximadamente

el dia 60, momento en que la concentracion de P, disminuye abruptamente,



coincidiendo con el dia del parto (Verstegen, 1998). La elevada progesteronemia
durante este periodo es un reflejo de la funcion lutea continua asi como de la Py
sintetizada y secretada por la placenta. EI CL produce P4 durante un minimo de 40 a 50
d, pero las cantidades elaboradas después del dia 49 son escasas. A partir del dia 50 la
P, placentaria seria capaz de mantener la gestacion (Feldman y Nelson, 2000).
Recientemente Siemieniuch y col. (2012) comunicaron que la placenta es una fuente
adicional de P, en las gatas prefiadas. En dicho estudio pudieron determinar que la
concentracion de P4 placentaria es baja durante la gestacion temprana, incrementandose
la concentracion de dicha hormona a la largo de la misma. Estos resultados muestran
que la placenta podria ser considerada un importante drgano endocrino para el
mantenimiento la prefiez en las gatas (Siemieniuch y col., 2012).

Durante la fase folicular, la estrogenemia se incrementa con rapidez, permanece
elevada por 3 a 4 d y de manera brusca comienza a decaer. Durante los primeros 5 d
después de la copula se reduce a niveles basales (8 a 12 pg/mL), manteniendo estos
valores hasta el dia 58 y 62 de la gestacion, momento en el cual se produce un leve
incremento, llegando a niveles de 20 a 30 pg/mL, para comenzar a descender justo antes
del parto (Feldman y Nelson, 2000; Johnston y col., 2001).

Las altas concentraciones de E, y P4, en general, inhiben la produccion de
gonadotrofinas hipofisarias, por lo que los niveles de FSH y LH son muy bajos durante
la gestacion (Garcia Sacristan y col., 1995).

La relaxina es una hormona peptidica la cual es producida por la unidad
fetoplacentaria. La misma es detectada a partir del dia 25 de gestacion, y comienza a
declinar 10 a 15 d previo al parto. La concentracion de relaxina no es detectada en el
suero durante el estro, pseudoprefiez y dos dias post parto, por lo cual permitiria realizar

el diagnostico de gestacion en la gata (Feldman y Nelson, 2000). Sin embargo no se



encuentran disponibles en el mercado nacional. Esta hormona actua en sinergismo con
la P4 para el mantenimiento de la gestacion, previniendo las contracciones espontaneas
del Utero (Garcia Sacristan y col., 1995).

La PRL es luteotréfica y ayuda al mantenimiento del CL despues del dia 15 de
gestacion. El incremento de los niveles de PRL en suero se observan a partir del dia 35
de prefiez (Verstegen, 1998).

La prefiez en las gatas depende de la actividad lutea (Verstegen y col., 1993). El
descenso de las concentraciones de P, circulante se relaciona con interrupcion de la
gestacion y aborto. Es asi que los protocolos para interrumpir la gestacion se basan en la
administracion de drogas que disminuyan las concentraciones de P, circulantes
actuando sobre el CL (prostaglandinas) o en el blogueo de los receptores de P4 presentes
en el Gtero (antiprogestagenos) (Jackson y Johnston, 1980; Jochle y col., 1989; Jochle y

Jochle 1998; Onclin y Verstegen, 1997)

Diagnostico de gestacion

El diagndstico de gestacion puede realizarse por ultrasonografia, palpacién
abdominal, estudios hormonales y estudios radiogréaficos. La utilizacion de cada uno de
ellos dependera del momento de la gestacion en el cual se realizara el diagnostico o
control de la prefiez en la gata, asi como también de los medios con los que se cuentan
para tal fin (Feldman y Nelson, 2000).

La ultrasonografia transabdominal ha sido utilizada para detectar gestacion tan
pronto como 18 d despues del servicio. El primer signo que confirma la prefiez es la
deteccion de un SG. El SG es anecoico, mide solo algunos milimetros de diametro,

contiene liquido coridnico, y estd rodeado por una pared hiperecogénica delgada, el
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trofoblasto. El tejido uterino que rodea el SG se vuelve mas grueso localmente y es
hiperecogenico en relacion al tejido uterino adyacente (Nyland y Mattoon, 2002).

Entre los 23 y 25 d de gestacién, el embrion se observa como una estructura
ecogenica oblonga de varios milimetros de longitud, situado excéntricamente dentro del
SG esférico. ElI SG esta rodeado por una delgada capa interna del Gtero, periférica e
hiperecogenica, la placenta en desarrollo. La placenta zonal visible se puede reconocer
entre los 27 y 30 d como un engrosamiento focal cilindrico, haciéndose evidente hacia
el dia 36. Entre los 25 y 28 d el embrién se aleja de la pared uterina manteniéndose
unido a ella por la membrana del saco vitelino. La membrana del saco vitelino se
observa como una estructura ecogénica lineal inicialmente con forma de U, cambiando
a una estructura tubular entre los 27 y 31 d. Se extiende de polo a polo del SG
envolviéndose finalmente sobre si misma entre los 31 y 35 d. La membrana del saco
vitelino aparece como dos lineas paralelas ecogénicas en una seccion sagital, redondas
en un plano TRV, separadas por liquido anecoico. Al envolverse, la luz se oblitera y se
vuelve hiperecogénica (Nyland y Mattoon, 2002).

Mientras que la deteccion del SG es diagndstica de gestacion, la visualizacién de
la actividad cardiaca y mas adelante, de movimiento fetal es indicativa de viabilidad
fetal. La actividad cardiaca se detecta entre los 23 y 25 d. Se identifica como un
pequerio foco de ecos que palpitan rapidamente dentro del embridn. Esto ocurre antes de
que se aprecien las estructuras anatomicas reconocibles macroscopicamente. La
frecuencia cardiaca del feto es aproximadamente el doble de la frecuencia materna. El
aumento de la frecuencia cardiaca fetal en respuesta al estrés es un signo positivo, que
indica vigor fetal. EI movimiento fetal se observa a partir de los 33 y 35 d de gestacion

(Nyland y Mattoon, 2002).
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El desarrollo fetal progresa rapidamente a partir del dia 30, pudiendo
reconocerse la organogénesis. La orientacion fetal se puede reconocer en forma precisa,
con la observacion de la cabeza y el cuerpo hacia el dia 28. Dentro de la cabeza hay un
foco inicial anecoico, seguido por el desarrollo, durante la siguiente semana, del plexo
coroideo ecogénico bilobulado, rodeando por un ventriculo cerebral anecoico. Los
esbozos de las extremidades y el movimiento fetal se reconocen hacia el dia 35. El
esqueleto fetal se puede identificar entre los 33 y 39 d observandose como una
estructura hiperecogénica con sombras acusticas. Primero se detecta la cabeza, seguida
de una rapida mineralizacion de la espina dorsal toracica y las costillas, luego la espina
dorsal cervical y el esqueleto apendicular. La vejiga urinaria y el estomago son los
primeros 6rganos abdominales que se identifican ecograficamente y aparecen como
areas anecoicas focales entre los 35 y 39 d. Debido a que el estbmago y la vejiga
urinaria se llenan y se vacian, se pueden observar varios grados de distension pudiendo
cambiar durante el curso de la exploracion (Nyland y Mattoon, 2002).

Se ha demostrado que el pulmén cambia de ecogenicidad durante el desarrollo.
El pulmén y el higado son relativamente isoecogénicos cuando se observan
inicialmente, sin una definicién clara entre ellos. La orientacion fetal se determina por la
situacion del corazdn, el estbmago y la vejiga. A medida que el feto se desarrolla, entre
los 38 y 42 d, los pulmones se vuelven hiperecogenicos con relacion al higado. Los
rifiones y los 0jos se observan entre los 39 y 47 d. Los rifiones son hiperecogénicos con
pelvis prominentes y anecoicas. Con el tiempo se pueden diferenciar la corteza y la
médula renal, y la pelvis se vuelve menos dilatada. El corazon es hipoecogenico o
anecoico, con ecos lineales septados que representan las paredes de las camaras y
valvulas cardiacas. El dia 40 pueden visualizarse las cuatro cAmaras cardiacas y entre

los 57 y 63 d se puede observar el intestino (Nyland y Mattoon, 2002).
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La ultrasonografia ha sido utilizada extensamente para el diagnostico de
gestacion, sin embargo también puede utilizarse para predecir las fechas de parto,
estimar la EG y evaluar el estrés fetal (Nyland y Mattoon, 2002).

A partir de diferentes estudios realizados sobre el control ultrasonografico de la
gestacion en la gata se desarrollaron formulas sencillas para ser utilizadas en la
prediccion de la EG (Nyland y Mattoon, 2002). Los valores obtenidos de la medicion
del DB y DT de los fetos fueron analizados y junto con el conocimiento de la fecha del
parto se generé un diagrama de maduracion fetal, permitiendo obtener un célculo
preciso de las fechas probables de parto para gatos con fechas de cubricion desconocida
(Nyland y Mattoon, 2002; Beck y col., 1990; Figura 1.2.). Posteriormente se demostrd
una correlacion positiva entre las medidas anatdmicas y ultrasonograficas del didmetro
externo del SG, asi como también el largo embrionario-fetal. Este estudio permitio
confirmar la exactitud de las mediciones obtenidas mediante ultrasonografia y
corroborar una correlacion lineal entre las medidas ultrasonograficas y la EG (Zambelli
y col., 2002). Mas tarde Zambelli y col. (2004) demostraron una regresion lineal entre
las mediciones fetales (DB, DT y diametro del estdbmago fetal) y la EG, permitiendo

relacionar el crecimiento del feto con la EG (Zambelli y col., 2004).

Figura 1.2. Imégenes ultrasonograficas de un feto: Corte Transversal. La linea
indica los planos utilizados para medir, DB (A), DT (B). Imagen
ultrasonogréafica del: DB (A), DT (B) de un feto de 22 d pre-parto
(adaptado de Beck y col., 1990).
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Otro método utilizado para estimar la EG en mujeres gestantes se basa en la
medicion del volumen de liquido amniotico del SG calculado a partir de la formula de la
elipse alongada (Figura 1.3.), este método permite confirmar la EG, coincidiendo con la
EG calculada a partir del dltimo periodo menstrual (Keats y Sistrom, 2002). Asi mismo
en humanos el PBF se determina en el momento de realizar la ecografia obstétrica,
generalmente junto con la valoracion morfoldgica del embarazo y la medicion de
parametros biométricos. EI PBF se basa en la evaluacién del bienestar de los fetos
humanos basandose en los parametros biofisicos, lo cual se ha convertido en una rutina
con el advenimiento de las imagenes ecogréaficas en tiempo real del feto. Algunos de
estos parametros son los movimientos corporales macroscopicos Yy respiratorios, el tono
fetal, la FCF, el volumen del liquido amnidtico y la evaluacion de la placenta. La
finalidad de realizar el PBF consiste en evaluar el feto y junto con los hallazgos
obtenidos poder implementar diferentes alternativas terapéuticas (Keats y Sistrom,

2002; Manning y col., 1987).

Imagen Imagen
longitudinal transversal

Figura 1.3. Medicién de la vesicula embrionaria en una ecografia transvaginal de la
mujer. Las dimensiones ATP y LON de la vesicula se determinan en una
imagen longitudinal que atraviesa el Utero. La dimension TRV de la
vesicula se mide en una imagen transversal del Gtero (adaptado de Keats y
Sistrom, 2002).
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Por lo tanto, la ultrasonografia se utiliza no sélo para el diagndstico gestacional
sino también para la evaluacion de la viabilidad embrionaria-fetal. Diversos parametros
tales como la evaluacion de la morfologia y VSG, movimientos fetales y evaluacion de
latidos cardiacos permiten estimar la viabilidad embrionaria-fetal y valorar el riesgo de
pérdida gestacional (Breukelman y col., 2005; Nyland y Mattoon, 2002; Keats y
Sistrom, 2002; Zambelli y Prati, 2006).

La palpacion abdominal puede realizarse entre los 21 y 25 d posteriores al
servicio, donde se pueden palpar vesiculas gestacionales de forma esférica que miden
aproximadamente 2.5 cm de didmetro, siendo facil el reconocimiento de las mismas.
Esta técnica es sencilla, rapida y econdémica. Si bien es el método mas subjetivo para el
diagnostico de gestacion, es confiable si el operador esta bien entrenado. La facilidad
con la cual se puede palpar el abdomen en forma precisa esta influenciada por factores
como cantidad de grasa corporal, la conformacion y el temperamento del paciente. Los
factores mencionados tienen minima influencia sobre la exactitud de los otros métodos
de diagndstico (Nelson y Couto, 2000).

La relaxina es una hormona especifica de la gestacion y la deteccion de altas
concentraciones séricas podria utilizarse para el diagnostico de gestacion a partir del dia
25. Lamentablemente en la actualidad no estd disponible en el mercado nacional
(Feldman y Nelson, 2000; Nelson y Couto, 2000).

El diagnostico de la prefiez por medio de la radiografia puede realizarse entre los
45 y 50 d de gestacion momento en el cual ocurre la mineralizacién Osea, permitiendo
realizar el conteo de los fetos gestados. El tamafio, forma y radio-opacidad del dtero

varia con el niumero de fetos y el estadio de la gestacion (Johnston y col., 2001).
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Pérdida de la gestacion

Dependiendo del estadio de la gestacion, la pérdida de la prefiez puede ser
manifestada como muerte embrionaria con reabsorcién o aborto de fetos (Johnston y
col., 2001). Se define como muerte embrionaria con reabsorcion a la ocurrida durante la
primera mitad de la gestacion (Johnston y col., 2001). Mas tardiamente cuando la
muerte fetal ocurre durante la segunda mitad de la prefiez, es decir una vez que se
completa la organogénesis, ocurre la expulsion de conceptus muertos o incapaces de
vivir en forma independiente (aborto) (Johnston y col., 2001; Illanes y col., 2007;
Pretzer, 2008).

El diagnostico de muerte embrionaria o aborto puede llevarse a cabo mediante
métodos complementarios como la ultrasonografia o radiografia. La ecografia se utiliza
para detectar varias afecciones que pueden producirse durante las gestaciones
anormales. Estas incluyen muerte embrionaria, reabsorcion fetal, aborto, desarrollo fetal
retardado, alteraciones fetales, muerte fetal justo antes o durante el parto y estrés fetal
(Nyland y Mattoon, 2002). Los conceptus pequefios o subdesarrollados se reconocen
mejor por comparacién directa con los conceptus adyacentes. Es dificil realizar una
determinacion precisa basandose en una medida en un dia dado. Sin embargo las
exploraciones periddicas permiten documentar el crecimiento normal del DSG (Nyland
y Mattoon, 2002). La muerte embrionaria se reconoce por una reduccion del tamafio del
embrion comparado con los conceptus adyacentes, un cambio en el liquido embrionario
de anecoico a hipoecogeénico, la presencia de particulas ecogénicas y la ausencia de
latido cardiaco. EI SG se colapsa y la pared uterina adyacente puede ser relativamente
hipoecogeénica. Estos cambios suceden rapidamente, en h o hasta algunos dias (Nyland y
Mattoon, 2002). La muerte fetal después de los 35 d produce un aborto, afectando

generalmente, pero no siempre, la camada entera. Los fetos muertos pierden
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rapidamente el aspecto ecografico normal y son expulsados en pocos dias. El utero tiene
un aspecto similar a un utero postparto (Nyland y Mattoon, 2002). EI reconocimiento de
la muerte fetal, reconocida por pérdida de la actividad cardiaca, en el periodo perinatal
es de extrema importancia para el veterinario y para el criador. En la evaluacién de los
fetos casi a termino o a término, debe reconocerse inmediatamente la actividad cardiaca.
También tendrian que verse movimientos fetales como degluciones, hipos y
movimientos del cuerpo y de las extremidades (Nyland y Mattoon, 2002). La
posibilidad del reconocimiento ecografico de las estructuras fetales disminuye
rapidamente después de la muerte. Después de un dia o dos, s6lo se pueden reconocer
estructuras esqueléticas mineralizadas por la hiperecogenicidad caracteristica y las
sombras acusticas. También se puede identificar aire intrauterino o intrafetal. El
diagnostico de estrés fetal se relaciona con FCF reducida debida a la hipoxia. La FCF
normal es aproximadamente el doble de la frecuencia cardiaca materna, siendo la
evaluacion en modo M un método preciso para determinar la FCF (Nyland y Mattoon,
2002). En las distocias o los partos prolongados, algunos fetos pueden tener frecuencias
cardiacas normales mientras que los compafieros de camada estan bradicérdicos. Este
hallazgo pueden relacionarse con diferentes grados de mortalidad fetal (Nyland vy
Mattoon, 2002; Feldman y Nelson, 2000).

El estudio radiolégico permite mostrar signos indicativos de pérdida gestacional
después del dia 45, momento en el que ocurre la mineralizacion ¢sea. Cambios fetales,
tales como colapso o descalcificacion del esqueleto, gas intrafetal o una posicion fetal
anormal, permitira identificar fetos muertos. Sin embargo las alteraciones radiograficas
ocurren luego, de varios dias de ocurrida la muerte cuando los fetos han sufrido
autolisis. Es asi que este método complementario no permite la identificacion de fetos

muertos inmediatamente luego de ocurrida la muerte a diferencia de la ultrasonografia
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abdominal que detecta inmediatamente la ausencia de latidos cardiacos (Feldman y

Nelson, 2000).

Interrupcion de la gestacion

La interrupcion de la gestacion en la gata doméstica puede realizarse mediante
cuatro estrategias terapéuticas que comprenden agonistas dopaminérgicos, PG,
combinacion de agonistas dopaminérgicos con PG y antiprogestagenos. Sin embargo, el
desarrollo de nuevos protocolos farmacologicos que permitan interrumpir la gestacion
con minimos efectos colaterales para la hembra permitird mejorar el control de la
reproduccion en felinos reduciendo las poblaciones de gatos callejeros. Conjuntamente
la evaluacion de la fertilidad postaborto con diferentes protocolos de interrupcion de la
gestacion sera de suma importancia en gatas reproductoras. Paralelamente la evaluacion
de indicadores tempranos de riesgo gestacional resulta de suma importancia para la
implementacidn de estrategias que permitan mejorar el prondstico en casos de amenaza
de aborto. Este Gltimo hecho resulta de gran aplicabilidad en la clinica reproductiva

diaria.

Agonistas dopamineérgicos

Los agonistas dopaminérgicos inhiben la secrecion de PRL al unirse a receptores
dopaminérgicos a nivel de la hipdfisis. La PRL es el principal factor luteotrofico, por tal
motivo el CL se vuelve incapaz de mantener la prefiez luego del dia 21 sin el soporte de
esta hormona, al producirse un descenso de la P, sérica (Johnston y col., 2001;
Romagnoli, 2006)

La CAB es el Unico agonista dopaminergico que ha sido utilizado para

interrumpir la gestacion en la gata. Verstegen y col. (1993), lograron interrumpir la
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gestacion en el 80% de las gatas tratadas (4/5) mediante la administracion de CAB a
partir del dia 30 de gestacion. El aborto se inicié cuando los niveles séricos de Py
descendieron a menos de 1 ng/mL. Esta disminucion ocurrio entre los 3y 4 d del TRT
(Verstegen y col., 1993). En concordancia Erunal-Maral y col. (2004), lograron
interrumpir la gestacion en el 100% de los animales (8/8) entre los 34 y 42 d al
administrarles CAB oral (15 pg/kg/dia) durante 5.6+1.5 d. En contraposicién, cuando la
droga fue administrada entre los 45 y 47 d de prefiez no se logré interrumpir la
gestacion, manteniéndose altos niveles de P4 (16.9 y 9.8 nmol/l). Sin embargo las gatas
parieron cachorros prematuros. Como efecto colateral se observaron vomitos en el 5.5%
de las gatas tratadas. Solamente en cuatro de las gatas incluidas en este estudio la

fertilidad no se vio afectada (Ertinal-Maral y col., 2004).

Prostaglandinas

La PG induce la lisis del CL, estimula las contracciones uterinas y genera la
dilatacion cervical (Romagnoli, 2006; Johnston y col., 2001). Por tal motivo la
administracion seriada de PG natural o sintética en la segunda mitad de la gestacion
produce un descenso de la concentracion de P, plasmatica por lo que provoca el aborto
con expulsion de los fetos (Felman y Nelson, 2000).

Se ha utilizado PGF,, natural en una unica dosis de 2 mg totales por via
intramuscular al dia 33 de gestacion, generando el aborto con la expulsion de fetos en la
totalidad de las gatas tratadas (4/4). Se observo un descenso de la concentracion de Py
plasmatica a las 24 h de iniciado el TRT. Dentro de los efectos colaterales pudo
observarse la ocurrencia de nauseas, vomitos, diarrea y postracion 10 min posteriores a
la administracion (Verstegen y col., 1993). En concordancia, la administracion de PGF,,

en una dosis de 500 a 1000 pg/kg durante 2 d consecutivos produjo aborto 48 h después
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de iniciado el TRT en gatas que presentaban mas de 40 d de gestacion. Por el contrario
en aquellas gatas que presentaban menos de 40 d de gestacion no ocurrié aborto (0/9)
(Nachreiner y Marple, 1974; Bruce, 2002).

Baldwin y col. (2000), obtuvieron mejores resultados al utilizar PGF,, natural a
los 45 d de gestacion (3/4) en comparacion con los animales tratados al dia 30 de
gestacion (1/4). Todos los animales recibieron la administracion subcutanea de PGF,,
natural en una dosis de 200 pg/kg dos veces en el primer dia del TRT, seguido de 500
pg/kg dos veces por dia durante 5 d. Al abortar las gatas presentaron un nivel de P,

sérico menor a 1.0 ng/mL (Baldwin y col., 2000; Bruce, 2002).

Protocolos combinados de agonistas dopaminérgicos y prostaglandina

La combinacion de agonistas dopaminérgicos y PG tiene la finalidad de reducir
la dosis y por lo tanto disminuir los efectos colaterales de ésta ultima (Wanke y col.,
2002). Onclin y Verstegen (1997) administraron una Unica dosis de 5 pg/kg de CAB via
oral combinado con 5 pg/kg/dia de CLO (PG sintética) durante 2 d por via subcutanea
en gatas que presentaban 30 d de gestacion. La totalidad de las gatas abortaron a los 9+1
d luego de la implementacién del TRT. La concentracion de P, plasmatica fue
decreciendo en forma répida y constante generando la interrupcion de la gestacion. No
se observaron efectos colaterales, excepto una descarga vulvar hemorrégica y la
fertilidad postratamiento de las gatas no se vio afectada (Onclin y Verstegen, 1997). La
asociacion de agonistas dopaminérgicos y PG también fue utilizada por Eriinal-Maral y
col. (2004), quienes utilizaron CAB 15 pg/kg/dia via oral con alfaprostol 10 pg/kg/dia
por medio, via subcutanea. Las gatas fueron divididas en dos grupos. El primer grupo
(n=6) fue tratado entre los 25 y 40 d de gestacion, mientras que el segundo grupo (n=2)

entre 45 y 47 d de gestacion. Todas las gatas del primer grupo abortaron entre 6.2+1.9 d
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de iniciado el TRT. Mientras que las gatas de segundo grupo parieron crias prematuras
las cuales murieron 16 h después del parto. Algunas gatas presentaron vomitos como
efecto colateral del TRT (Erlinal-Maral y col., 2004). Si bien en los estudios realizados
se logré interrumpir la gestacion media, no ocurrio lo mismo durante la gestacion tardia
lo cual podria relacionarse con la produccion placentaria de P4 ocurrida al final de la
gestacion en la gata. En los ultimos afios se han realizados diversos estudios para
determinar la existencia de una fuente de P4 placentaria durante la segunda mitad de la
prefiez en la gata. Malassine y Ferre (1979) afirmaron que la placenta felina contribuye
de manera esencial a la secrecion de P, (Malassine y Ferre, 1979). Dichos resultados
concuerdan con los realizados por Scott (1970), quien afirmd que la secrecion de P4 por
el CL es necesaria para mantener la gestacion hasta el dia 45-50 (Scott, 1970). En
contraposicion Verstegen y col. (1993) reportaron la ocurrencia de aborto en gatas que
habian sido ovariectomizadas antes del dia 50 de gestacion (Verstegen y col, 1993). Por
el contrario estudios recientes confirman la existencia de una fuente adicional de P,
proveniente de la placenta, considerando a la misma un importante 6rgano endocrino
capaz de contribuir el mantenimiento de la gestacion en la gata (Siemieniuch y col.,

2012).

Antiprogestagenos

Los antiprogestagenos son esteroides sintéticos que se unen a receptores de Py
presentes en el Utero, por lo cual interfieren con las acciones de la P, enddgena,
generando la interrupcion de la gestacion (Romagnoli, 2006).

Georgiev y Wehrend (2006), lograron interrumpir la gestacion en el 87% de las
gatas tratadas (20/23) al administrarles ALI (10 mg/kg/dia), por via subcutanea durante

2 d consecutivos en gatas que presentaban 25 a 26 d de gestacion. La concentracion
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sérica de P, fue incrementandose desde el dia 25 al 29 de gestacion. No se observaron
efectos colaterales en los animales tratados, solamente una gata presentd prurito en el
sitio de inyeccion durante las 3 h posteriores a la administracion (Georgiev y Wehrend,
2006). Estudios posteriores demostraron que la ocurrencia del aborto se relacionaba con
la separacion Utero-placentaria generada por la destruccién de las vénulas, mientras que
las arteriolas permanecieron intactas. Este genera una hemorragia intersticial, seguida
por la extravasacion al lumen uterino que se relaciona con descarga vulvar hemorragica
(Georgiev y Wehrend, 2008).

En concordancia, Fieni y col. (2006) obtuvieron resultados similares al
interrumpir la gestacion del 88.5% de las gatas tratadas entre los 29 y 37 d de gestacion
con ALI (15 mg/kg/dia), por via subcutanea durante dos dias consecutivos. EI 59.2 % de
las gatas que abortaron presentaron una descarga vulvar hemorragica. Las
concentraciones séricas de P4 aumentaron 60 h postadministracion de la droga, mientras
que 30 h postaborto se registrd un descenso de la misma. Como efectos colaterales pudo
observarse que un pequefio nimero de gatas presentd inflamacion en el sitio de
inyeccion. Mientras que 4 gatas manifestaron periodos de anorexia, depresion, agitacion
y diarrea en los primeros 7 d de iniciado el TRT. Luego del aborto todas las gatas
retornaron el estro, y un 77% quedaron prefiadas en el celo posterior al aborto y un 10%
mas en el segundo celo (Fieni y col., 2006).

Georviev y col. (2010), administraron ALI (10 mg/kg/dia/sc) en el dia 45 y 46
posterior al servicio. Cuatro de las 6 gatas tratadas abortaron entre 4-7 d de iniciado el
TRT. Mientras que las 2 gatas restantes parieron crias a término. Se observo un
incremento de la concentracion sérica de P, al momento del aborto, y un posterior
descenso alrededor del dia 55. Todas las gatas retornaron al estro y quedaron prefiadas.

No se comunicaron efectos colaterales (Georgiev y col., 2010).
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Goericke-Pesch y col. (2010) administraron ALI (10 mg/kg/dia), por via
subcutanea durante 2 d consecutivos en gatas al dia 5 y 6 postservicio. Se realizo un
control ultrasonografico a los 25 d postservicio en el cual se pudo corroborar que
ninguna de las hembras tratadas (11/11) estaba prefiada. Al realizar la medicion de P, se
pudo observar un incremento de los niveles postadministracion de la droga. Todas las
gatas ciclaron y quedaron prefiadas entre el primer y cuarto celo postratamiento. El TRT
resultdé efectivo para prevenir la gestacion temprana, sin embargo no pudo
diagnosticarse la ocurrencia de fecundacién y desarrollo embrionario. Se postul6 que el

uso de ALI probablemente prevendria la nidacion (Goericke-Pesch y col., 2010).

En resumen, en los Gltimos afios se han utilizado diferentes protocolos para
interrumpir la gestacion en felinos, los mismos se basan en la administracién de
agonistas dopaminérgicos, PG, combinacion de agonistas dopaminérgicos y PG o
antiprogestagenos. Si bien existen varios trabajos sobre la interrupcion de la gestacion
media, no ocurre lo mismo con la gestacion temprana y tardia. Los agonistas
dopaminérgicos como la CAB, administrada en gatas que presentan una gestacion
media, han permitido obtener muy buenos resultados, con la ocurrencia de minimos
efectos colaterales. Sin embargo, no ocurre lo mismo cuando esta droga es administrada
durante la gestacion tardia, ya que la misma ha producido el nacimiento de crias
prematuras, por lo cual su uso no es recomendado luego de los 45 d de gestacion. Es
una droga de costo moderado y disponible en el mercado nacional, por lo cual podria ser
una opcion adecuada para aquellas gatas que presentan una gestacion entre 30 a 40 d.

La mayoria de los trabajos han documentado la administracion de PGF,, natural,
la cual resulto eficaz para interrumpir la gestacion media, sin embargo las hembras

manifestaron efectos colaterales como nauseas, vomitos, diarrea y postracion. Sin
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embargo no existen comunicaciones sobre la administracion de PG sintética para
interrumpir la prefiez en gatas. En contraposicion si existen trabajos sobre el uso
combinado de CAB junto con PG sintéticas, como el CLO o el alfaprostol. En dichos
trabajos se ha logrado interrumpir la gestacion media, reduciendo los efectos colaterales
asociados a las PG. En contraposicion se ha generado el nacimiento de crias prematuras
cuando se administr6 CAB en combinacion con alfaprostol durante la gestacion tardia.

La administracion de antiprogestagenos, como el ALI utilizado para interrumpir
la gestacién media en la gata, ha permitido obtener muy buenos resultados con la
ocurrencia de minimos efectos colaterales. Lo mismo puede observarse en la gestacion
temprana. Si bien sélo existen dos trabajos en este estadio de la prefiez, s6lo en uno de
ellos se pudo diagnosticar la gestacion y posterior interrupcion de la misma; no obstante
su uso durante los primeros dias postservicio seria eficaz para prevenir la gestacion al
afectar la nidacién. Sin embargo, la administracion de ALI durante la gestacion tardia
generd que algunas gatas parieran crias a término.

La realizacion de controles ultrasonograficos periddicos es de gran importancia
para evaluar los cambios que ocurren a nivel de los embriones y fetos. Este hecho toma
especial relevancia si consideramos que generalmente no se evidencian cambios
externos visibles que permitan determinar la interrupcién precoz de la gestacion.

En la mayoria de los trabajos en los que se utilizaron drogas para interrumpir la
gestacion, no se ha comunicado la fertilidad posterior al TRT, sin embargo este dato
resulta de gran importancia en lo que respecta a la preservacion de la salud reproductiva
de cualquier hembra, en especial de aquellas que forman parte de un plantel
reproductivo, por lo cual se busca que el protocolo implementado no afecte su futura

fertilidad.
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Finalmente protocolos farmacoldgicos que permitan interrumpir la gestacion
temprana o media con minimos efectos colaterales para la hembra permitiran mejorar el
control de la reproduccion en felinos reduciendo las poblaciones de gatos callejeros.

En virtud de lo anteriormente expuesto, los cuatro objetivos de esta tesis fueron:
1) relacionar diferentes parametros ultrasonograficos con el DG y evaluar las
fluctuaciones séricas de P, durante la gestacion en la gata doméstica; 2) evaluar el
efecto farmacologico del CLO y ALI para interrumpir la gestacion temprana y media en
felinos; 3) estudiar los cambios ultrasonograficos durante el TRT; 4) evaluar la
fertilidad postratamiento. Para cumplir con estos cuatro objetivos se realizaron los

experimentos que se describen en los siguientes capitulos.
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CAPITULO I1I

VARIACIONES ULTRASONOGRAFICAS Y ENDOCRINOLOGICAS EN LA

GESTACION FELINA

INTRODUCCION

Debido a que la cépula en felinos es sumamente corta (3 a 5 segundos)
raramente es observada por los propietarios de gatas mascotas. Es asi que, en la clinica
reproductiva diaria, es frecuente que el veterinario clinico deba estimar la EG de una
hembra felina con el fin de calcular la fecha probable de parto, interrumpir la gestacion
o realizar una cesarea programada. Si bien se han realizado varios estudios sobre la
gestacion felina ninguno de ellos ha sido realizado a través de toda la gestacion. Es asi
que en la actualidad, el médico veterinario no cuenta con datos precisos que le permitan
estimar con exactitud la EG a partir de la implementacion de métodos complementarios
de rutina.

Uno de los primeros trabajos realizados sobre el diagnéstico y monitoreo
ultrasonografico de la gestacion en las gatas fue realizado por Davidson y col. (1986).
En su estudio se incluyeron 8 gatas, realizandose el primer examen ultrasonografico a
los 7 d postservicio. Los primeros cambios uterinos relacionados con la gestacion
fueron detectados entre los 11 y 14 d postservicio, a través de la visualizacion de los
SG, registrandose mediciones del diametro del SG. Mas tarde, entre los 15-17 d
postservicio, se realizo la medicion del eje longitudinal del polo fetal, mientras que
entre los 26-28 d de gestacion se registré LCC. Entre los 16-20 d postservicio pudo

evaluarse la viabilidad fetal a través de la identificacion del latido cardiaco y entre los
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28-30 d de gestacion se identificaron los movimientos fetales. Los resultados mostraron
una gran variabilidad entre fetos de la misma camada y entre fetos de diferentes
camadas, por lo cual no pudieron correlacionar estas mediciones con la EG. Sin
embargo pudo observarse una tendencia a un aumento del tamafio de los SG con la EG.
La incapacidad de identificar a los fetos en exploraciones sucesivas, podria explicar por
qué no se correlacionaron las mediciones ultrasonogréaficas y la EG.

Maés tarde Beck y col. (1990) realizaron un estudio sobre la funcionalidad y
confiabilidad del DB y DT como indicadores de EG en la gata. Para ello utilizaron 8
gatas mestizas a quienes se les realizé un seguimiento ultrasonografico desde que se
confirmd la prefiez (38 d antes del parto) hasta el parto con intervalos de 15 d. A partir
de los resultados obtenidos pudieron observar que el DT aumenta a un ritmo mas rapido
que el DB. Asi mismo demostraron una regresion lineal entre el DB y el DT y la EG,
pudiendo concluir que estas mediciones fetales resultan una herramienta practica y
precisa en la evaluacion de la EG y son un indicador potencialmente Util para estimar la
fecha probable de parto en gatas a las que se desconoce la fecha de servicio. Sin
embargo la resolucion del equipo ultrasonografico no permitio la diferenciaciéon del DB
antes del dia 38 previo al parto (Beck y col., 1990).

Con el objetivo de realizar un seguimiento ultrasonografico de la gestacion
temprana en gatas, Zambelli y col. (2002) realizaron una comparacion entre las medidas
anatomicas y ultrasonogréaficas del diametro externo del SG y largo embrionario-fetal
hasta el dia 30 de gestacion. Los resultados mostraron una correlacion lineal entre las
mediciones ultrasonograficas mencionadas y la EG. Este estudio permitio confirmar las
mediciones obtenidas mediante ultrasonografia con las medidas anatomicas y confirmar
una correlacion lineal entre las medidas ultrasonograficas y la EG. Continuando con

esta investigacion Zambelli y col. (2004) realizaron un estudio para estimar la EG en las
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gatas durante la segunda mitad de la prefiez. A partir de los resultados obtenidos se
demostro una regresion lineal entre las mediciones fetales (DB, DT y diametro del
estomago fetal) y la EG.

Recientemente Beccaglia y Luvoni (2012) utilizaron el diametro interno de la
cavidad corionica y el DB para estimar la fecha probable de parto, mediante la
aplicacion de ecuaciones derivadas de curvas de crecimiento. El didmetro interno de la
cavidad corionica fue identificado y medido en la semana 4 y 5 de gestacion, mientras
que el DB fue medido entre la semana 5 a 9 de prefiez. Los resultados que obtuvieron
muestran que tanto el didmetro interno de la cavidad coridnica y el DB pueden ser
utilizados para estimar la fecha probable de parto. En la semana 4 de prefiez el didmetro
interno de la cavidad corionica tiene una mayor exactitud en la prediccion de la fecha
probable de parto que el DB, sin embargo en la semana 5 de prefiez tanto el diametro
interno de la cavidad corionica como el DB son igualmente precisos. EI DB tiene una
alta precision (£1 dia) hasta la semana 6 de gestacion, sin embargo luego se observa una
disminucion gradual, manteniendo una exactitud de +2 d hasta la semana 8 de
gestacion. La superposiciéon de multiples fetos en el campo de la imagen ecografica, es
una de las causas de la pérdida de exactitud para determinar la fecha probable de parto a
partir del DB.

En mamiferos, la P, es necesaria para que pueda establecerse y mantenerse un
ambiente uterino adecuado para el desarrollo embrionario y fetal. Durante la gestacion
las fuentes de P4 asi como la importancia de los érganos secretores de esta hormona
varian entre las especies animales. En la gata, Swanson y col. (1995) pudieron observar
un incremento de la concentracion de P4 sérica a partir de las 76 a 124 h después de la
primera copula, describiendose un incremento significativo entre las 100 y 124 h, con

valores de alrededor de 15 ng/ml. Este aumento en la actividad luteal fue coincidente



28

con un incremento significativo de la cantidad de tejido luteal y de la cantidad de
receptores luteales a LH, entre las 100 y 124 h posteriores a la primera copula (Swanson
y col., 1995). Resultados similares obtuvieron Schmidt y col. (1983), quienes
comunicaron un aumento de la P4 sérica a partir del dia 4 del estro; dicho niveles
continuaron incrementandose hasta alcanzar un pico de 24.2 ng/mL al dia 23 de
gestacion. Desde el dia 16 al 44 de prefiez la concentracion de P, se mantuvo elevada
(12.1-24.2 ng/mL), sin embargo se observd una disminucion gradual de la P4 sérica a
partir del dia 44 la cual continu6 hasta el parto (Schmidt y col., 1983; Figura 2.1.).

Si bien el CL produce P4 durante un minimo de 40 a 50 d, manteniendo niveles
elevados de Py, las cantidades elaboradas después del dia 49 son escasas (Feldman y
Nelson, 2000). Recientemente Braun y col. (2012) y Siemieniuch y col. (2012)
comunicaron que la placenta es una fuente adicional de P4 en la gatas prefiadas, siendo
la concentracion de P4 placentaria baja durante la gestacion temprana y aumentando sus
niveles a la largo de la misma. Por tal motivo la placenta podria ser considerada un
importante 6rgano endocrino para mantener la prefiez en las gatas (Siemieniuch y col.,

2012).

Progesterona (ng/mL)

[TRRTRETIT]

3 7 1115192327 3135 9 43 475 730
Dias Dias desde

el parto

(dia 0)

Figura2.1l.  Media + ES de concentracion de P, durante el estro, gestacion (intervalo
1-54 d), y el intervalo parto (desde el dia 9 antes del parto hasta el dia 1
después del parto, adaptado de Schmidt y col., 1983).
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La ultrasonografia es una técnica no invasiva que permite realizar un diagnéstico
preciso de la gestacion y evaluar el desarrollo embrionario-fetal y las estructuras
extrafetales. A partir de la revision de la bibliografia desarrollada en esta area puede
observarse que las mediciones del SG y feto pueden ser utilizadas para estimar la EG y
la fecha probable de parto. Asi mismo la correlacién entre las mediciones ecograficas y
la EG puede ser usada para monitorear el desarrollo de la gestacion. Si bien se han
realizado estudios ultrasonograficos y endocrinologicos sobre la gestacion en la gata, los
mismos han sido realizados en periodos predeterminados de la prefiez y con un numero
escaso de observaciones. Por tal motivo la realizacion de estudios sobre la gestacion
felina en los cuales se incremente el nimero de observaciones, y se realice un
seguimiento diario ultrasonografico y endocrinolégico permitira evaluar el desarrollo
embrionario-fetal, asi como también las fluctuaciones hormonales a lo largo de la
prefiez, lo cual resultard una herramienta de suma importancia para la clinica

reproductiva diaria.

El objetivo de este capitulo fue relacionar diferentes parametros
ultrasonograficos con el DG y evaluar las fluctuaciones séricas de P, desde el dia 21 de
gestacion hasta el DPP en la gata doméstica.

Nuestra hipotesis de trabajo fue que los parametros ultrasonograficos permitiran
estimar el DG en la gata doméstica desde el dia 21 de gestacion hasta el DPP. Asi
mismo la P4 sérica fluctuard durante la gestacion, siendo significativamente méas baja la

concentracion sérica en el ultimo tercio de la prefiez.



30

MATERIALES Y METODOS
Animales

Se utilizaron 16 gatas, de raza mestiza, de entre 24 y 36 meses de edad, sanas,
con un peso entre 3 a 4 kg, y 2 gatos mestizos, sanos, con un peso entre 3 a 5 kg.

Los animales fueron alojados individualmente en jaulas de acero, recibieron
alimento comercial (Fit 32®; Royal Canin, Buenos Aires, Argentina) y agua ad libitum.
Cuarenta y cinco dias previos al inicio del estudio y hasta el final del mismo los
animales se mantuvieron en una habitacién acondicionada, con temperatura constante a
22°C. Se utilizoé un régimen de luz artificial de 14 h-luz-diaria (fotoperiodo largo) con
lamparas incandescentes de 100 W, a fin de obtener la ciclicidad de las hembras
(Robledo y col., 2003). Las gatas utilizadas fueron incluidas en un plan de control

urbano de la reproduccién.

Criterios de inclusién

Las hembras utilizadas en el presente estudio fueron incorporadas en base a los
siguientes criterios de inclusion: 1) madurez sexual, 2) peso igual o superior a 3 kg e
igual o inferior a 4 kg, 3) plan sanitario completo, 4) adecuado estado nutricional, 5) no
gestantes, 6) no presentar ninguna alteracion al examen fisico, y 7) no estar recibiendo
ningun tipo de medicacion.

Los machos utilizados en el presente estudio fueron incorporados en base a los
siguientes criterios de inclusion: 1) madurez sexual, 2) fértiles, 3) plan sanitario
completo, 4) adecuado estado nutricional, 5) clinicamente sano, 6) no estar recibiendo

ningun tipo de medicacion.
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Marco bioetico del uso de animales

Este experimento se realizd respetando 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 felinos como animales de laboratorio (National Research Council 2002). Estas
recomendaciones fueron tenidas en cuenta en lo referente a la atencion veterinaria,
medio ambiente, alimentacién, sanidad, identificacion, sujecion, administracion de
drogas, toma de muestras de sangre y procedimientos experimentales (National
Research Council 2002). Ademas contd con la aprobacion del Comité Institucional para

el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio de la FCV-UNLP (26-3-12).

Disefio experimental

Este estudio se llevd a cabo utilizando un disefio completamente aleatorizado
(Petersen, 1985). Los animales fueron sometidos a un periodo de aclimatacion durante
45 d (Gimenez y col., 2009). Las gatas fueron controladas diariamente mediante
citologia vaginal y signologia conductual del estro. Al tercer dia de presentar una
citologia vaginal correspondiente al celo, las gatas se colocaron junto con el macho y se
documento el primer servicio. El diagndstico de gestacion se realizo por palpacion y
ecografia abdominal 20 d posteriores al dia del servicio (Zambelli y Prati, 2006).
Diariamente se registro el estado general de los animales. Se realiz6 un seguimiento
ultrasonografico (Ecografo Mindray™, DP-6600 vet, Nanshan, China, sonda lineal
multifrecuencia [5-7,5-10 MHz]) desde el dia 21 de gestacion hasta el parto (Figura

2.2).
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21d de

de gestaciéon gestacién

20d

Parto

Figura2.2.  Disefio experimental utilizado para el estudio de la gestacion en la gata

domeéstica.

A través del seguimiento ultrasonogréfico se procedid a realizar mediciones del

SG. Mediante calibres eletronicos se realizaron dos cortes del SG, uno LON vy otro

TRV. Mediante el uso de imagenes congeladas en el corte LON se registraron dos

dimensiones una LON y otra ATP mientras que en corte TRV se registré una sola

dimension TRV (Keats y Sistrom, 2002; Figura 2.3.)

SG Corte LON

SG Corte TRV

ATP LON

TRV

Figura2.3.  Imégenes del SG: A, B, C: llustracion de las mediciones de los diametros
del SG LON y TRV del utero gravido durante las ecografias (adaptado
de Keats y Sistrom, 2002). D, E: Imagen ultrasonogréafica del SG de 21 d
de gestacion en la gata. SG Corte LON: calibre 1 (LON), calibre 2
(ATP). SG Corte TRV: calibre 1 (TRV), calibre 2 (pared del SG).

Transductor lineal 7,5 MHz (Garcia Mitacek y col., 2012)
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Con los registros obtenidos se calculd: 1) VSG aplicando la formula de la elipse
elongada (4/3nm * [LON/2 * ATP/2 * TRV/2]); 2) DSG con calibres electronicos
promediando 3 mediciones ortogonales realizadas en imagenes congeladas; 3) Medicion
de la pared del SG. También se realizaron registros ultrasonograficos sobre los fetos,
desde el dia 35 de gestacion al parto, por medio de los cuales se determing: a) LCC,
atravesando el eje LON corporal; b) DB, atravesando el plano TRV de la cabeza; ¢) DT,
atravesando el eje TRV corporal (Tabla 2.1.). Se establecid la relacion entre parametros

ultrasonograficos y los DG.

Tabla 2.1. Fotos e iméagenes ultrasonograficas de fetos-de 40 d de gestacion en la
gata. Transductor lineal 7,5 MHz.

Medicion ultrasonografica Foto Imagen ultrasonogréafica
8=

WLCC: Longitud créneo-caudal, “’DB: Diametro Biparietal, “DT: Didmetro
Transverso abdominal
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En la totalidad de las gatas se tomaron muestras de sangre desde el dia 21 de
gestacion hasta DPP. Todas las muestras de sangre fueron extraidas por puncion de la
vena yugular, centrifugadas y almacenadas a -20° C hasta que las concentraciones de P4
fueron determinadas por RIA de fase sélida usando I** (Coat-A-Count®, Progesterona
Diagnostic Product Corporation, Los Angeles, CA). El coeficiente de variacion
intraensayo para el pool alto de P, (6.4 ng/mL) fue 5.0% y para el pool bajo (0.9

ng/mL) fue 4.1%. Diariamente se registro el estado general de los animales.

Deteccion del estadio del ciclo estral

Diariamente se observo el comportamiento de las gatas solas y en relacion con el
macho. Luego se tomaron muestras del epitelio vaginal mediante hisopos para realizar
el estudio de las citologias vaginales y confirmar las observaciones obtenidas. Las
citologias fueron tefiidas con azul de metileno y observadas al microscopio de luz a una
magnificacion de X 100 y X 400. En base al tipo y numero de células observadas, se
determiné el estadio del ciclo estral en el que se encontraban las gatas (Mills y col.,
1979).

Las hembras fueron consideradas en estro cuando presentaron: 1) comportamiento
de estro, 2) receptividad sexual y 3) citologia vaginal compatible con estro (Johnston y

col., 2001)

Control de los animales durante el estudio: observacion y examen fisico

Durante el periodo de adaptacion y periodo de estudio se registré el consumo
tanto de agua como de alimento de todos los animales y se realizé un examen fisico
semanal, el cual incluyo: 1) observacion del estado general, 2) registro de la condicién

corporal (Escala 1 a 5; Kronfeldy col.,, 1994); 3) medicion de temperatura, 4)
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auscultacion toracica, 5) medicion de la frecuencia cardiaca, 6) palpacion abdominal.
Las variaciones en los pardmetros evaluados durante el examen fisico fueron

registradas.

Examen ultrasonogréfico

La preparacion de las gatas consistd en 8 h de ayuno solido y tricotomia de la
zona ventral del abdomen, desde el arco costal craneal hasta la regién inguinal caudal y
lateralmente a lo largo de la pared corporal. EI examen ultrasonogréafico se realizo en
posicién decubito dorsal, sujetando suavemente las extremidades anteriores y
posteriores por un asistente, sin requerir la sedacion o anestesia de las gatas. Se colocd
gel acustico sobre la piel para conseguir un contacto acustico adecuado entre el

transductor y la piel de la gata.

Andlisis estadistico

Se utiliz6 un disefio completamente aleatorio con mediciones repetidas en el
tiempo (diariamente entre el dia 21 de gestacion al DPP) en el que la unidad
experimental fue la gata. Se fijé un nivel de significancia de P <0.05. La concentracion
de P, se analiz6 como mediciones repetidas en el tiempo mediante el uso de PROC
MIXED de SAS 9.1® (SAS, 2003). El modelo incluy6 los efectos aleatorios de la gata y
el efecto fijo del tiempo (DG).

Se realiz6 un analisis de correlacion entre los parametros evaluados (LON, ATP,
TRV, VSG, DSG, pared del SG, LCC, DB, DT) y los DG con el PROC CORR de SAS®
y un analisis de regresion mualtiple utilizando los pardmetros evaluados como variables

dependiente y los DG como variable independiente con el PROC REG de SAS®.



Todas las gatas (16/16, 100%) presentaron un desarrollo embrionario—fetal
normal y parto eutdcico. La duracion de la gestacion fue de 64.8+0.53 d. El tamafio de
camada fue de 3.1+0.23 cachorros y se obtuvo el 100% de destete. Se observé una
correlacion positiva y significativa entre los pardmetros estudiados (LON, ATP, TRV,
VSG, DSG, pared del SG, LCC, DB y DT) y el DG (P<0.001; Tabla 2.2.; Figura 2.4. —
2.6.). También pudo observarse una correlacién positiva y significativa entre las

mediciones del SG (LON, ATP, TRV y pared del SG) y una correlacion positiva y

RESULTADOS

significativa entre las mediciones fetales (LCC, DB y DT; Tabla 2.4.)

Tabla 2.2. Anélisis de regresién multiple de los pardmetros evaluados durante el

seguimiento ultrasonografico.
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Parametro re?) pih) Coeficientes

LONW 0.89 <0.001  -54.3419 + (4.0349*DG) - (0.0327*DG")
ATP® 0.71 <0.001  -4.0705 + (0.9974*DG) - (0.00704*DG?)
TRV® 0.85 <0.001  -24.0533 + (2.3234*DG) - (0.0207*DG?)
VSGW 0.86 <0.001  -27208.1220 + (1293.4785*DG)

DSG® 0.93 <0.001  -27.0595 + (2.4277*DG) - (0.0198*DG?)
Pared del SG®  0.46 <0.001  -1.7281 + (0.2463*DG) - (0.00241*DG?)
Lcc? 0.70 <0.001  -71.0221 + (3.9709*DG) - (0.0296*DG?)
DB® 0.94 <0.001  -5.8136 + (0.4539*DG)

DT® 0.77 <0.001  -46.9206 + (2.1614*DG) - (0.0142*DG?)

WLON: Longitudinal, “’ ATP: Anteroposterior, ¥ TRV: Transversal, “’VVSG: Volumen
del Saco Gestacional, ®DSG: Diametro del Saco Gestacional, ®Pared del SG: Pared
del Saco gestacional, ’LCC: Longitud craneo-caudal, ®DB: Diametro Biparietal,
®DT: Diametro Transverso abdominal,

Probabilidad.

(10),2.

: Coeficiente de regresion, ¢

Lp:
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Figura2.4.  Analisis de regresion maltiple entre las dimensiones LON (mm, A), ATP
(mm, B) y TRV (mm, C) del SG y los DG utilizando un modelo
polinomial.
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Figura2.5.  Analisis de regresion multiple entre el VSG (mm?, A), el DSG (mm, B) y
la pared del SG (mm, C) y los DG utilizando un modelo polinomial.
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Analisis de regresion mdaltiple entre la LCC (mm, A), el DB (mm, B) y el
DT (mm, C) y los DG utilizando un modelo polinomial.
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Al analizar las concentraciones séricas de P, de las muestras obtenidas desde el
dia 21 al 63 de gestacion pudo observarse que se alcanzo6 la concentracion mas alta el
dia 21 (35.52+6.14 ng/mL). Entre el dia 22 al 47 de gestacion los niveles se
mantuvieron en un rango entre 32.27+4.25 y 16.25+£2.45 ng/mL. Sin embargo a partir
del dia 48 de prefiez los niveles séricos de P, comenzaron a disminuir gradualmente,
Ilegando a valores entre 9.82+1.00 y 6.19+1.98 ng/mL entre el dia 53 al 62 de gestacion,
mientras que al dia 63 se obtuvo un nivel de P4 sérica de 4.76+0.33 ng/mL (Figura 2.7.).

En el periodo 14 DPP - parto pudo observarse una disminucion de la
concentracion sérica de P4, alcanzando un nivel de 2.99+£1.29 ng/mL un DPP (Figura
2.8.). Se observo una correlacion positiva y significativa entre la P, y los DG y la Py y
los DPP, y un alto coeficiente de regresion (Tabla 2.3.). Sin embargo pudimos observar
una correlacion negativa y significativa entre la concentracion sérica de P4 y las
mediciones del SG (LON, ATP, TRV y pared del SG). Asi mismo se observd una
correlacion negativa y significativa entre la concentracion sérica de P, y las mediciones

fetales (LCC, DB y DT; Tabla 2.4)

50
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Esperado

40

30 +

20 +

Progesterona (ng/mL)

10 +

T T T T T T T T
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

Dia de gestacion

Figura2.7.  Cuadrados medios minimos y ES de P, (ng/mL) desde el dia 21 al 63 de
gestacion.
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Figura2.8.  Cuadrados medios minimos y ES de P4 (ng/mL) desde el dia 1 al 14
previo al parto.

Tabla 2.3. Analisis de regresion mdltiple de las concentraciones de P4 durante la
gestaciéon y DPP.

Parametro rf o pl) Coeficientes

P, DGY 0.87 <0.001 40.525 - (0.312 *DG) - (0.00423 *DG")

P, DPPY 0.75 0.009 0,954 - (3,025*DPP) - (0,359*DPP?) - (0,0138 * DPP®)

Wr%: Coeficiente de regresion, “P: Probabilidad, P4, DG: Progesterona durante los dias

de gestacion,’P, DPP: Progesterona del dia previo al parto.

Tabla 2.4. Coeficiente de correlacion de Pearson y probabilidad de los parametros
ultrasonograficos y endocrinoldgicos estudiados durante el periodo de 21
a 63 dias de gestacion.
r/P® LON® ATPO) TRV® Pared del SG® Lcc® DB DT® PO
LON® 1.00 0.80,<0.01 0.88,<0.01  0.67,<0.01 0.65,<0.01  0.57,<0.017  0.56,<0.01 -0.50, <0.01
ATP® 1.00 0.72,<0.01  0.55,<0.01 0.39,<0.01  0.47,<0.01 0.48,<0.01  -0.52, <0. 01
TRV® 1.00 0.67, <0. 01 0.40,<0.01  0.47,<0.01 0.42,<0.01  -0.46, <0. 01
Pared del SG® 1.00 0.14, 0.01 0.10, 0.07 0.07,0.20 -0.36, <0. 01
Lcc® 1.00 0.82, <0. 01 0.80,<0.01  -0.43,<0.01
DB™ 1.00 0.87,<0.01  -0.58, <0. 01
DT® 1.00 -0.54, <0. 01
P, 1.00
Wr/p:  Coeficiente de correlacion/Probabilidad, “LON: Longitudinal, “ATP:

Anteroposterior, “TRV: Transversal, ®Pared del SG: Pared del Saco gestacional,
®Lcc: Longitud créneo-caudal, "DB: Diémetro Biparietal, ®DT: Diémetro
Transverso abdominal, ©P,: Progesterona
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DISCUSION

De acuerdo con nuestra hipotesis, los polinomios obtenidos del anélisis de
diferentes parametros ultrasonograficos (LON, ATP, TRV, VSG, DSG, LCC, DBy DT)
resultaron efectivos para determinar los DG. Nuestros hallazgos concuerdan con el
trabajo realizado por Beck y col. (1990) quienes demostraron una regresion lineal entre
el DByel DT y la EG. Sin embargo en dicho trabajo la resolucion del equipo utilizado
no permitio a los investigadores diferenciar el DB hasta los 38 DPP. Doce afios mas
tarde, en concordancia con los mencionados hallazgos, Zambelli y col. (2002)
demostraron una correlacién positiva entre las medidas anatémicas y ultrasonograficas
del diametro externo del SG y largo embrionario-fetal. Asi mismo sus resultados
mostraron una correlacién lineal entre las mediciones ultrasonograficas mencionadas y
la EG. Este estudio permiti6 confirmar las mediciones obtenidas mediante
ultrasonografia con las medidas anatomicas y confirmar una correlacion lineal entre las
medidas ultrasonogréficas y la EG. Los datos obtenidos en nuestro trabajo se
correlacionan con los hallazgos de Zambelli y col. (2002), sin embargo en el
mencionado trabajo se analizaron s6lo 7 d durante los primeros 30 d de la gestacion
(Zambelli y col., 2002). Mas tarde Zambelli y col. (2004) demostraron una regresion
lineal entre las mediciones fetales (DB, DT y diametro del estomago fetal) y la EG los
dias 30, 35, 45, 50, 60 postservicio. Si bien los estudios realizados muestran una
relacion entre mediciones de iméagenes ultrasonograficas y EG han sido realizados en
momentos determinados de la gestacion y con un nimero escaso de observaciones. En
nuestro trabajo se realizo un seguimiento diario desde el diagnostico de gestacion a los
21 d postservicio hasta el DPP, abarcando los dos ultimos tercios de la prefiez, lo cual
brinda un estudio completo de la evolucién embrionaria-fetal y su relacion con los

registros ultrasonograficos. Asi mismo el numero de animales incluidos en nuestro
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estudio, asi como el numero observaciones ultrasonograficos diarias realizadas sobre las
hembras gestantes super60 ampliamente a las realizadas en todos los trabajos antes
mencionados. Nuestros resultados muestran que existe una relacion entre el DG vy los
parametros ultrasonogréaficos estudiados (LON, ATP, TRV, pared del SG, VSG, DSG,
LCC, DB, DT) lo cual nos permite relacionar el crecimiento del SG y del embrion-feto
con la EG. Asi mismo las correlaciones positivas entre las mediciones del SG y
mediciones fetales, asi como los altos r? de los polinomios entre el DG y mediciones del
SG (LON, ATP, TRV, pared del SG, VSG y DSG) y entre DG y las mediciones fetales
(LCC, DB, DT) indican que los registros ultrasonograficos mencionados pueden ser

utilizados para evaluar el desarrollo embrionario-fetal.

El DSG es la medicion del SG que presenta el r> mas alto, lo cual muestra que es
el parametro mas confiable para estimar los DG. En contraposicion la pared del SG
presenta el r> mas bajo, por lo cual resulta el parametro menos confiable para estimar los
DG. En el registro de las mediciones fetales el DB presenta el r> mas alto, mostrando ser
el parametro més confiable para estimar los DG. En contraposicion la LCC presenta el
r’ més bajo, por lo cual resulta el parametro menos confiable para estimar los DG. Estos
resultados son de gran utilidad ya que en la actualidad el célculo de la EG se realiza
fundamentalmente a través de ecuaciones sobre mediciones fetales (DB, DT), las cuales
podian aplicarse después del dia 40 de gestacion (Nyland y Mattoon, 2002). Sin
embargo si el veterinario quiere calcular la EG previo a este periodo, solo puede realizar
una estimacion a partir de los cambios ultrasonograficos embrionarios-fetales. Por tal
motivo los resultados obtenidos en nuestro trabajo resultan de gran utilidad, ya que le
brindan al veterinario un nuevo parametro, el DSG, el cual permite calcular con
exactitud los DG a partir del dia 21 de prefiez hasta el final de la misma. Asi mismo a

partir de los resultados obtenidos en el presente estudio, DB es el parametro fetal que
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puede ser utilizado para calcular con exactitud los DG desde el dia 35 de prefiez hasta el
final de la misma. Por tal motivo el desarrollo de nuevas formulas que permitan estimar
con precision la EG desde el dia 21 de gestacion a partir de la utilizacion de otros
parametros ultrasonograficos ademas de los ya utilizados resultara de gran utilidad en la
clinica reproductiva diaria para poder identificar retardo del desarrollo fetal, calcular la

fecha probable de parto, interrumpir la gestacion o realizar una cesarea programada.

En muchas ocasiones la gata resulta ser una especie de dificil manejo durante el
examen ultrasonografico, ya que la hembra debe ser sujetada durante un periodo
prolongado para la realizacion de un examen ultrasonografico completo. La ventaja de
tener disponibles parametros ultrasonograficos altamente confiables para estimar los
DG, le permitira al veterinario utilizar menos parametros para realizar la estimacion de

EG y de ésta forma reducir el tiempo del estudio.

En nuestro estudio pudo observarse que el dia 21 de gestacion se alcanzo el
valor més alto de P, sérica, en los dias subsiguientes los niveles fueron descendiendo,
sin embargo los valores se mantuvieron por encima de 15 ng/mL. A partir del dia 48 los
niveles de P, comenzaron a disminuir gradualmente, llegando a valores por debajo de
10 ng/mL entre el dia 53 al 62 e inferiores a 5 ng/mL al dia 63, siendo el nivel de P,
inferior a 3 ng/mL un DPP, pudiendo observarse una correlacion positiva entre la
concentracion sérica de P, los DG y los DPP. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos por Verhage y col. (1976) quienes comunicaron el nivel mas alto de P4
plasmatica al dia 21 de gestacion, luego se produjo un descenso gradual alcanzando
niveles de 12.96+0.9 ng/mL el dia 50 y entre 4-5 ng/mL antes del parto (Verhage y col.,
1976). Resultados similares obtuvieron Schmidt y col. (1983) quienes comunicaron un
rango de P4 entre 12.1-24.2 ng/mL entre el dia 16-44 de gestacion, obteniendo el valor

mas alto al dia 23 de gestacion. A partir del dia 44 de prefiez se observd un descenso
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gradual y continuo de P, hasta el parto, siendo la concentracion sérica de P4 de 2.2
ng/mL el dia del parto (Schmidt y col., 1983). Recientemente estudios realizados por
Braun y col. (2012) y Siemieniuch y col. (2012) comunicaron que la placenta es una
fuente adicional de P, en las gatas prefiadas. Durante la gestacion temprana la
concentracion de P4 placentaria fue baja incrementandose a la largo de la misma. Asi
mismo Siemieniuch y col. (2012) comunicaron que la concentracion plasmatica de P4 es
baja durante la gestacion temprana, se incrementa en la gestacion media y disminuye en
la gestacion tardia. Por lo tanto la produccién de P4 placentaria puede ser considerada
una fuente adicional de P, para mantener la prefiez en las gatas (Siemieniuch y col.,
2012). Los autores mencionados determinaron concentraciones de P4 placentaria y
plasmatica mediante ELISA, mientras que en nuestro trabajo y los trabajos realizados
por Verhage y col. (1976) y Schmidt y col. (1983) las determinaciones hormonales
fueron realizadas por RIA. Las diferencias encontradas en los diferentes trabajos pueden
relacionarse con los hallazgos de Nagy y col (1998) quienes compararon la
concentracion plasmatica de P4 determinada mediante ELISA y RIA, comprobando que
ambas técnicas permiten detectar niveles de P4, sin embargo, los valores obtenidos
mediante ELISA son mayores que los valores obtenidos mediante RIA (Nagy y col.,
1998).

Si bien el diagnostico presuntivo de gestacion en felinos puede realizarse con
diferentes meétodos, el examen ultrasonografico permite confirmar la prefiez en forma
temprana y brinda informacion sobre el desarrollo y la viabilidad embrionaria-fetal. Los
hallazgos ultrasonograficos obtenidos en nuestro trabajo podrian utilizarse en la
estimacion de la EG y calculo de la fecha probable de parto en la gata. A diferencia de
los perros en los cuales existe gran variabilidad de tamafio en relacion a la raza, en los

gatos domésticos hay escasa variabilidad de tamafio entre las diferentes razas de gatos
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asi como entre los gatos mestizos y los de raza (Davidson y col., 1986). Es asi que los
registros ultrasonograficos realizados en este trabajo pueden ser utilizados para el
calculo de la EG de la especie. Los hallazgos ultrasonogréaficos obtenidos en el presente
estudio permitiran confeccionar una tabla de doble entrada en la cual puede calcularse
los DG a partir de las mediciones del SG y fetales, asi como también a partir del dia del
servicio evaluar si el tamafio del SG o feto es el esperado para la EG del feto/embrion
en relacién al dia del servicio (Apéndice 1). Por lo tanto las ecuaciones obtenidas en
nuestro trabajo resultaran de gran utilidad en la clinica reproductiva diaria ya que el
veterinario tendrad una nueva herramienta para calcular la EG y de esta forma evaluar el
desarrollo embrionario-fetal, asi como diagnosticar en forma temprana alteraciones de
la prefiez relacionadas con el crecimiento embrionario-fetal. Asi mismo la deteccion
temprana de retraso de crecimiento fetal durante la gestacion sera de utilidad para
implementar medidas que incrementen las probabilidades de que la gestacion llegue a
término y ocurra el nacimiento de gatitos sanos. El calculo de la fecha probable de parto
mediante mediciones ultrasonograficas y estimacion de la EG, nos permitira realizar un
manejo racional y controlado del parto, disminuir el riesgo de distocias y aumentar la
sobrevida neonatal. Es asi que los datos obtenidos en el presente estudio seran de gran

utilidad en la clinica reproductiva diaria.

CONCLUSION
Podemos concluir que los parametros ultrasonograficos estudiados en nuestro
trabajo (LON, ATP, TRV, pared del SG, VSG, DSG, LCC, DB y DT) pueden ser
utilizados para el célculo de la EG de la gata entre los 21 y 63 d de gestacion. Asi

mismo nuestros resultados muestran que existe una relacién entre el DG y la



47

concentracion sérica de Py4, lo cual nos permite relacionar las fluctuaciones de dicha
hormona con la EG. Asi mismo los altos r* de los polinomios entre el DG y la
concentracion serica de P, indican que las fluctuaciones mencionadas pueden ser
utilizadas para evaluar los cambios endocrinologicos durante la gestacion. Estos
hallazgos resultan de gran utilidad en la clinica reproductiva diaria para el seguimiento

clinico, ultrasonografico y endocrinologico de la gestacion en la gata domestica.
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CAPITULO 111

EVALUACION DE LA EFICACIA FARMACOLOGICA DEL
CLOPROSTENOL Y AGLEPRISTONE PARA INTERRUMPIR LA

GESTACION TEMPRANA EN FELINOS

INTRODUCCION

La interrupcidn de la gestacién no deseada en la gata domestica es una opcion
terapéutica utilizada con frecuencia en la clinica reproductiva de pequefios animales.
Esta practica evita el nacimiento de crias no deseadas, muchas de las cuales
incrementaran la poblacién de animales callejeros, los cuales presentaran expectativas
de vida poco favorables. Durante décadas se han descripto varios métodos para
interrumpir la prefiez no deseada en hembras felinas, los cuales han sido revisados y
mas tarde perfeccionados mediante la realizacion de estudios clinicos y experimentales.
La implementacién del protocolo utilizado para interrumpir la gestacion dependera de
las caracteristicas fisiol6gicas, del estadio de la prefiez, de los efectos colaterales de las
drogas utilizadas asi como la disponibilidad de las mismas.

La gestacion en la gata depende de la actividad latea (Verstegen y col., 1997).
La principal funcion del CL es la secrecion de Py, la cual prepara al utero para el inicio
y mantenimiento de la gestacion, a través de la estimulacion del desarrollo,
diferenciacion y secrecion glandular del endometrio. A su vez interviene en la secrecion
endometrial de compuestos especificos (glicoproteina mucinica, lactégeno placentario,
osteopontinas) necesarios para el desarrollo embrionario, adherencia y nidacion antes de
la implantacién (Spencer y col., 2004). La P,4, también interviene en la formacion de la

placenta, mantenimiento de la adherencia placentaria, reduccion de la contractilidad del
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miometrio y mantenimiento de la inmovilidad uterina por multiples mecanismos
(Wanke y col., 2002).

El CL se forma a partir de la pared del foliculo, la cual se colapsa y se pliega
después de la ovulacion. Los pliegues de tejido que protruyen hacia adentro de la
cavidad contienen células de la granulosa y de teca asi como también un sistema
vascular sanguineo que debe respaldar el crecimiento y la diferenciacion celular.
Durante la luteinizacion, las células de la granulosa pasan de secretar E; a P4
(Cunningham y Kilein, 2009). Es por ello que postovulacién la concentracion de Py
plasmatica aumenta por encima de la concentracion basal, siendo su aumento progresivo
y llegando a niveles de entre 15 a 30 ng/mL entre los 25 y 30 d de gestacion (Johnston y
col., 2001).

En la mayoria de los animales domésticos (vacas, cabras, caballos, cerdas,
ovejas) la regresion del CL en la hembra no gestante esta controlada por la secrecién
uterina de PGF,,. La vida media del CL debe ser suficientemente larga para permitir
que el conceptus recién formado sintetice y libere los factores que aseguren la
inhibicion de la sintesis de PGF uterina. Por el contrario, en hembras vacias el CL debe
lisarse para permitir que la hembra retorne al estro y pueda prefiarse en un tiempo
relativamente corto. En los animales domesticos de produccion, en ausencia de prefiez,
la fase lutea tiene una duracion cercana a los 14-17 d, esto permite que vuelvan a ciclar
a intervalos relativamente frecuentes. Sin embargo, en las gatas no gestantes que
presentan CL luego de haber presentado ovulacion espontanea o coito con falla en la
concepcidn, no existe la presencia de un sistema que promueva la luteolisis y permita el
inicio temprano de los ciclos. Es asi que el CL regresa por envejecimiento, siendo la

duracion de la fase latea de aproximadamente 35 d (Cunningham y Klein, 2009).
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Luego de la implantacion la unidad fetoplacentaria es la encargada de extender
la actividad l0tea, lo cual permite el mantenimiento de la prefiez (Cunningham y Klein,
2009). Asi mismo, la PRL al ser una hormona luteotrdéfica, posibilita el mantenimiento
del CL, incrementando su concentracion sérica a partir del dia 35 de gestacion (Johnston
y col., 2001; Verstegen, 1998). Otra hormona que hace sinergia con la P4 para sostener
la prefiez es la relaxina, la cual es una hormona placentaria que empieza a producirse
aproximadamente alrededor del dia 20 de gestacion (Cunningham y Klein, 2009).

La P4 cumple un rol importante en la prefiez de la gata, por tal motivo el
descenso de las concentraciones de P, circulante se relaciona con interrupcion de la
gestacion. Es asi que los protocolos para interrumpir la gestacion se basan en la
administracion de drogas que disminuyan las concentraciones de P, circulantes
actuando sobre el CL o en el blogueo de los receptores de P, presentes en el Gtero. Se
han realizado diferentes estudios sobre la interrupcién de la gestacion en la gata, sin
embargo el uso de analogos de PGF,, y antiprogestdgenos durante la prefiez temprana
ha sido poco documentado.

Las PG son prostanoides naturales derivados del &cido araquidénico y se
encuentran en todos los tejidos. Las PG son sustancias reguladoras con mdaltiples y
variados efectos sobre la actividad bioquimica de los tejidos de los sistemas vascular,
gastrointestinal, respiratorio y reproductivo. Se ha visto que la PGF tiene efectos
luteoliticos y uterotonicos en la mayoria de las especies mamiferas estudiadas (Wanke y
col., 2002). La actividad luteolitica se produce debido a que la PGF induce a la
constriccion de los vasos Utero-ovaricos causando isquemia, afectando a las células
luteales e interfiriendo la sintesis de P, (McDonald's, 2003). Ademas, la PGF tiene

efectos potenciales sobre otros sistemas corporales que explican los efectos secundarios
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de la droga (hipersalivacion, vémitos, bradicardia, reflejo de defecacion y miccion)
observados en la implementacion de los protocolos abortivos (Wanke y col., 2002)
Debido a sus efectos luteoliticos, la PGF natural, ha sido utilizada para la
interrupcién de la gestacion en la perra en diferentes estadios de la prefiez, sin embargo
existen escasas comunicaciones sobre el uso de estas drogas en felinos (Wanke vy col.,
2002). El uso de mdltiples dosis de PGF natural produjo depresion de la funcion ldtea
sin lute6lisis completa en gatas que presentaban pseudoprefiez de entre 21 y 25 d (Shille
y Stabenfeldt, 1979). En contraposicion Verstegen y col. (1993) observaron que al
administrar PGF natural en gatas que presentaban una prefiez de 33 d, produjo un

descenso de los niveles de P4 plasmatica, causando aborto (Verstegen y col., 1993).

Los potentes analogos sintéticos de las PGF, como el CLO, ha sido utilizado en
forma efectiva para interrumpir la gestacion en perras (Fieni y col., 1989; Fieni y col.,
1997). Asi mismo se ha comunicado el uso de CLO para inducir la lutedlisis en varias
especies (Cuervo-Arango y Newcombe, 2010; Martins y col., 2011). En los ultimos
afios se ha incrementado su uso debido a que las PG sintéticas son méas potentes que la
PG natural, y ademas se ha observado que se reducen los efectos colaterales (Wanke y
col., 2002). En gatas, Onclin y Verstegen (1997) utilizaron CLO en combinacion con un
agonista de la dopamina para interrumpir la gestacion obteniendo buenos resultados
(Onclin y Verstegen, 1997). Sin embargo, no se han realizado otros estudios sobre el
uso del CLO solo o en combinacion con otras drogas en ningun estadio de la gestacion.
Por lo tanto el uso de CLO, una droga luteolitica de existencia en nuestro pais y costo
accesible, podria ser una opcién interesante para interrumpir la gestacion en gatas que

presentan una prefiez de entre 21-22 d.

Los antiprogestagenos son esteroides sintéticos que se unen con gran afinidad a

receptores de P4 evitando la accion de la P, enddgena. Después del descubrimiento del
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receptor de P4 en 1970, se realizaron diversas investigaciones acerca de un antagonista
del receptor de la P4 el cual jugaria un rol de gran importancia a nivel del tracto
reproductivo femenino. Los estudios continuaron y en 1981, Philibert, Deraedt y
Teutsch, de la compafiia farmacéutica Roussel Uclaf, comunicaron un nuevo
antagonista del receptor de P, conocido con el nombre de RU 38486, posteriormente
con el correr de los afios, resultd la abreviatura a RU 486 y actualmente es conocido con
el nombre genérico de mifepristone (Spitz y col., 1996). ElI mifepristone ha sido
implementado para la interrupcién de la gestacion en mujeres (Spitz y col., 1996). Mas
tarde, en el Centro de Investigacion Roussel-Uclaf se obtuvo otra molécula, derivada
directamente de la molécula mifepristone, a la que se asigno el codigo RU 534, cuyo
nombre genérico es aglepristone. EI ALI es el primer antiprogestageno registrado para
uso en medicina veterinaria, es un esteroide sintético que se une a receptores de P,
presentes en el Gtero, por lo cual interfiere con las acciones de la P4 enddgena,

generando la interrupcion de la gestacion (Hoffman y Schuler, 2000; Figura 3.1.)

PROGESTERONA AGLEPRISTONE

P

cC=0

RECEPTOR RECEPTOR

MENSAJE SIN NSAJE

Figura3.1.  Estructura quimica de la P4 y el ALI, y mecanismo de accion del ALI. El
ALl se une a receptores de la P4, evitando la accion de la P4 enddgena e
interrumpiendo la transmision del mensaje endocrino que permite el
mantenimiento de la gestacién (adaptado de Hoffman y Schuler, 2000).
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Se han realizado diferentes estudios sobre interrupcion de la gestacion en perras
(Concanon vy col., 1990; Forsberg y col., 1992; Fiéni y col., 1996; Onclin y Vestergen,
1996; Galac y col., 2000; Fiéni y col., 2001), sin embargo existen pocos estudios en
gatas. ElI ALI ha sido utilizado en caninos con buenos resultados y sin ocurrencia de
efectos colaterales indeseables (Galac y col., 2000; Fiéni y col., 2001). Los escasos
datos publicados sobre el uso de ALI en gatas sugieren que podria ser una alternativa
eficaz para la interrupcion de la gestacion en esta especie (Georgiev y Wehrend 2006;
Fiéni y col., 2006; Nufiez Favre y col., 2007; Georgiev y Wehrend 2008).

En la mayoria de los estudios en los que se utilizan drogas para interrumpir la
gestacion no se ha comunicado la fertilidad posterior al TRT, sin embargo este dato
resulta de gran importancia para estimar si la droga permite preservar la salud
reproductiva de la hembra, en especial de aquellas que forman parte de un plantel
reproductivo, en las cuales se busca que el protocolo implementado no afecte su futura
fertilidad. Es asi que estudios sobre este topico brindarian datos importantes para la
aplicacion de esta droga en la clinica reproductiva.

Durante la gestacion la ultrasonografia se utiliza no sélo para el diagnostico
gestacional sino también para la evaluacién de la viabilidad embrionaria-fetal. Diversos
parametros tales como la evaluacion de la morfologia y VSG, movimientos fetales y
evaluacion de latidos cardiacos permiten estimar la viabilidad embrionaria-fetal y
valorar el riesgo de pérdida gestacional (Nyland y Mattoon, 2002; Keats y Sistrom,
2002; Zambelli y Prati, 2006). Por tal motivo el seguimiento ultrasonogréfico durante la
implementacion de un protocolo para interrumpir la gestacion resulta de suma
importancia ya que permite evaluar los cambios que ocurren a nivel embrionario-fetal,

asi como también la involucién uterina una vez finalizado el TRT. Los datos obtenidos
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serian de suma importancia en la deteccion temprana de sufrimiento embrionario/fetal
asi como de involucion uterina anormal.

En resumen, el desarrollo de nuevos protocolos farmacoldgicos que permitan
interrumpir la gestacion temprana con minimos efectos colaterales para la hembra
permitira mejorar el control de la reproduccion en felinos reduciendo las poblaciones de
gatos callejeros. Conjuntamente la evaluacion de la fertilidad posterior a la interrupcién
de la gestacion con diferentes protocolos, asi como la evaluacion de indicadores
tempranos de riesgo gestacional resultard de suma importancia en la clinica

reproductiva diaria.

El objetivo de este capitulo fue de evaluar el efecto farmacoldgico del CLO y
ALl para interrumpir la gestacion temprana en felinos, estudiar los cambios

ultrasonograficos durante el TRT, y evaluar la fertilidad postratamiento.

Nuestra hipotesis de trabajo fue que la administracion de CLO y ALI permitia
interrumpir la gestacion temprana en felinos, sin la ocurrencia de efectos colaterales o
con la aparicion de minimos signos asociados al TRT, sin afectar la fertilidad de la

hembra.

MATERIALES Y METODOS
Animales
Se utilizaron 30 gatas, de raza mestiza, de entre 24 y 36 meses de edad, sanas,

con un peso entre 3 a 4 kg, y 4 gatos mestizos, sanos, con un peso entre 3 a 5 kg.
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Todos los animales fueron alojados individualmente en jaulas de acero. Los
gatos recibieron alimento comercial (Fit 32®; Royal Canin, Buenos Aires, Argentina) y
agua ad libitum. Todos los animales fueron albergados en wuna habitacidn
acondicionada, con temperatura constante a 22°C durante 45 d previos al inicio del
experimento. Se utilizd un régimen de luz artificial de 14 h-luz-diaria (fotoperiodo
largo) con lamparas incandescentes de 100 W, a fin de obtener la ciclicidad de las
hembras (Robledo y col., 2003). Las gatas utilizadas fueron incluidas en un plan de

control urbano de la reproduccion.

Criterios de inclusion y marco bioético del uso de animales
Este experimento se realizd respetando los mismos criterios de inclusién y

consideraciones bioéticas que en el Capitulo 11.

Disefio experimental

Este estudio se llevo a cabo utilizando un disefio completamente aleatorizado
(Petersen 1985). Los animales fueron sometidos a un periodo de aclimatacion durante
45 d. Las gatas fueron controladas diariamente mediante citologia vaginal y signologia
conductual del estro. Al tercer dia de presentar una citologia vaginal correspondiente al
celo, las gatas se colocaron junto con el macho y se documento el primer servicio. El
diagnostico de gestacion se realizé por palpacion y ecografia abdominal 20 d
posteriores al dia del servicio (Zambelli y Prati, 2006). Entre el dia 21 y 22 de
gestacion, los animales fueron asignados en forma aleatoria a uno de tres TRT (Figura

3.2).
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Figura 3.2. Disefio experimental para el estudio de la interrupcion de la gestacion de gatas mediante la administracion de PLA (1 mL de
solucidn fisioldgica sc), CLO (5pg/kg, tres dias consecutivos) o ALI (10 mg/kg, dos dias consecutivos) a los 21-22 d de

gestacion.
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Las gatas asignadas al primer TRT recibieron 10 mg/kg/sc de ALI (Alizin®,
Virbac, Germany, ALI n= 10) durante dos dias consecutivos. Las gatas asignadas al
segundo TRT recibieron 5 pg/kg/sc de CLO (Ciclar p.a.®, Zoovet, Argentina, CLO n=
10) durante tres dias consecutivos. Las gatas asignadas al tercer TRT recibieron 1 mL
de solucion fisiologica sc (placebo 0 mg, PLA, n= 10). En la totalidad de las gatas se
tomaron muestras de sangre antes de la administracion del TRT (dia 0), durante el TRT,
y hasta el dia 10 de iniciado el TRT. Todas las muestras de sangre fueron extraidas por
puncién de la vena yugular, centrifugadas y almacenadas a -20° C hasta que las
concentraciones de P, fueron determinadas por RIA de fase sélida usando 1'*° (Coat-A-
Count®, Progesterona Diagnostic Product Corporation, Los Angeles, CA). El
coeficiente de variacion intraensayo para el pool alto de P4 (6.8 ng/mL) fue 3.9% y para
el pool bajo (0.9 ng/mL) fue 5.4%. Diariamente se registrd el estado general de los
animales, la imagen citoldgica vaginal y la presencia de descarga vulvar. El Gtero fue
controlado mediante ultrasonografia transabdominal (Ecografo Mindray™, DP-6600
vet, Nanshan, China, sonda lineal multifrecuencia [5-7,5-10 MHz]) desde el dia
anterior a la administracion de TRT hasta la confirmacion de la interrupcion o fin de la
gestacion. Se realizaron los siguientes registros ultrasonograficos:

Se realizaron dos cortes del SG, uno LON y otro TRV. Mediante el uso de
imagenes congeladas en el corte LON se registraron dos dimensiones una LON Yy otra
ATP mientras que en corte TRV se registro una sola dimension TRV (Keats y Sistrom,

2002; Figura 3.3.).
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Mediciones de los diametros del SG LON y TRV del Utero gravido
durante las ecografias (adaptado de Keats y Sistrom, 2002).

Con los registros obtenidos se calculé: 1) VSG; 2) DSG; 3) Medicién de la pared

del SG; 4) Cambios ecogréaficos observados en el SG mediante la confeccién de una

escala ad hoc (Tabla 3.1. y 3.2.):
a) PCSG:
0: Sin particulas,
1: Las particulas ocupan hasta el 25% de la cavidad del SG,
2: Las particulas ocupan hasta el 50% de la cavidad del SG,
3: Las particulas ocupan hasta el 75% de la cavidad del SG.
b) RCSG:
0: Normal,
1: Reduccion de hasta el 25% de la cavidad del SG,
2: Reduccion de hasta el 50% de la cavidad del SG,
3: Reduccion de hasta el 75% de la cavidad del SG,

4: Reduccion de hasta el 100% de la cavidad del SG.
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Tabla 3.1. Cambios ecograficos observados en el SG mediante la confeccién de una
escala ad hoc de las particulas de la cavidad del saco gestacional (PCSG).

Escala Descripcion Imagen

0 Sin particulas

1 Las particulas ocupan hasta
el 25% de la cavidad del
sg®

2 Las particulas ocupan hasta
el 50% de la cavidad del
SG(l)

3 Las particulas ocupan hasta
el 75% de la cavidad del
sg®

WSG: Saco gestacional
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Tabla 3.2. Cambios ecograficos observados en el SG mediante la confeccién de una
escala ad hoc de la reduccidn de la cavidad del saco gestacional (RCSG).

Escala Descripcion
0 Normal
1 Reduccion de hasta el 25%

de la cavidad del SG?

2 Reduccidn de hasta el 50%
de la cavidad del SG¥

3 Reduccidn de hasta el 75%
de la cavidad del SG¥

4 Reduccion de hasta el
100% de la cavidad del
SG(l)

WSG: Saco Gestacional

Luego de la ocurrencia de la interrupcion de la gestacion o parto se registro el
momento en que los animales comenzaron a ciclar nuevamente. Cuando las hembras
retomaron la ciclicidad estral, en el segundo celo posterior a la interrupcion de la
gestacion o después, las mismas fueron colocadas con el macho, se registré el servicio,

se realiz6 el diagndstico de gestacion 20 d post servicio y se controld la gestacion a fin
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de evaluar la fertilidad y posibilidad de desarrollo de una gestacion normal luego del

interrupcion de la gestacion inducida con ALI o CLO.

Deteccion del estadio del ciclo estral
Este experimento se realizé respetando los mismos criterios de deteccion del

estadio del ciclo estral que en el Capitulo II.

Control de los animales durante el estudio: observacion y examen fisico

Durante el periodo de adaptacion y periodo de estudio se registré el consumo
tanto de agua como de alimento de todos los animales y se realizé un examen fisico, el
cual incluy6: 1) observacion del estado general, 2) registro de la condicién corporal
(Escala 1 a 5; Kronfeldy col., 1994); 3) medicion de temperatura, 4) auscultacion
toréacica, 6) medicion de la frecuencia cardiaca, 6) palpacién abdominal. El examen
fisico se realiz6 diariamente durante los 10 d posteriores a la administracion del TRT
para luego realizarse semanalmente hasta el parto en los animales en los que no ocurrid
interrupcion de la gestacion. Las variaciones en los parametros evaluados durante el

examen fisico fueron registradas.

Examen ultrasonografico
Este experimento se realizO respetando los mismos criterios del examen

ultrasonografico que en el Capitulo II.

Anélisis estadistico
Se utilizoé un disefio completamente aleatorio con mediciones repetidas en el

tiempo (diariamente entre el dia 0 al 10 de iniciado el TRT) en el que la unidad
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experimental fue la gata. Los datos fueron presentados como cuadrados minimos
medios * ES. La significancia fue definida como P<0.05 y una tendencia como P<0.10.
Las variables continuas [LON (mm), ATP (mm), TRV (mm), pared del SG (mm), VSG
(mm?®) y en el DSG (mm), PCSG, RCSG vy las concentraciones séricas de P, (ng/mL)]
se analizaron como mediciones repetidas en el tiempo mediante el uso de PROC
MIXED de SAS ® 9.1 (SAS, 2003). EI modelo incluyé los efectos aleatorios de la gata
y los efectos fijos del tiempo (dia de TRT), del TRT (ALI vs. CLO vs. PLA) y la
interaccion tiempo por TRT. Ademas los efectos fijos se evaluaron con un contraste
polinomial (lineal, cuadratico y cubico) (Petersen, 1985). La duracion de la gestacion y
el intervalo fin de gestacidn - estro fueron analizadas mediante analisis de varianza con
el PROC GLM SAS ®9.1. El anélisis del ABC se realizé con el Sigmaplot 10.0 (Systat,
2006).

La interrupcion de la gestacion (si/no) se evalu6 mediante una regresion
logistica con PROC GENMOD SAS © 9.1 empleando una distribucién binomial y una
funcion de enlace logit. EI modelo logistico incluyé los efectos fijos del TRT y de los
dias de TRT. El tamafio de camada se evalio mediante una regresion Poisson con
PROC GENMOD SAS ® 9.1 empleando una distribucién Poisson y una funcién de

enlace log. EI modelo logistico incluyo los efectos fijos del TRT y de los dias de TRT.

RESULTADOS
En todas las gatas asignadas al grupo ALI se produjo interrupcion de la
gestacion (10/10, 100%), mientras que en ninguna de las gatas del grupo CLO (0/10,

0%) y PLA (0/10, 0%) se produjo interrupcion de la prefiez (P<0.0001).
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En la totalidad de las gatas del grupo ALI se observd que desde el inicio de la
administracion de ALI hasta el comienzo de la reabsorcion transcurrieron 4.30+0.60 d;
sin embargo, en una gata se observaron tres sacos gestacionales, dos de ellos
comenzaron a reabsorberse a los 4 d de iniciado el TRT, pero uno de ellos continué el
desarrollo observandose el feto con vida hasta a los 42 d de iniciado el TRT, momento
en el cual se registro la muerte del mismo y su posterior expulsion. Todos los animales
presentaron una leve descarga vaginal mucohemorragica a los 7.42+0.92 d de iniciado
el TRT.

Todas de las gatas del grupo CLO y PLA llegaron al final de la gestacion. El
intervalo entre el inicio del TRT vy el parto, la duracion de la prefiez y el tamafio de
camada fue similar en el grupo CLO y PLA (43.2+0.60 vs. 43.0£0.60 d, P>0.81;
64.6£0.61 vs. 64.2+0.61 d, P>0.65; 3.7+£0.29 vs. 3.2+0.29, P>0.24). En ambos TRT se
produjo el nacimiento de crias sanas, obteniendose el 100% de destete.

El nimero de SG al inicio del TRT fue similar en los grupos ALI, CLO y PLA
(2.70£0.33, 3.30+0.33 y 3.00+0.33, P>0.45; respectivamente). Los datos obtenidos en la
evaluacion ultrasonogréfica mostraron que al inicio del TRT (dia 0) no se observaron
diferencias significativas en las mediciones del SG entre los diferentes grupos (LON
[P>0.85], ATP [P>0.54], TRV [P>0.17], VSG [P>0.24], DSG [P>0.07] y pared del SG
[P>0.31]). Sin embargo cuando se compararon las medidas obtenidas en el grupo CLO
y PLA con las obtenidas en el grupo ALI durante los primeros 10 d del estudio, se
observaron diferencias significativas en LON, ATP, TRV, VSG y DSG, siendo
significativamente menores las mediciones del grupo ALI (interaccion de TRT x dia del
TRT, P<0.0001). En todas las gatas del grupo ALI, las mediciones del SG no se
incrementaron después del TRT; en contraposicion en las gatas del grupo CLO y PLA

las mediciones del SG aumentaron progresivamente durante el mencionado periodo
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(Figura 3.4. y 3.5.). Durante la evaluacion ultrasonografica diaria, no se observaron
diferencias significativas en la pared del SG entre las gatas del grupo CLO y PLA (dia
0-10), sin embargo la pared del SG del grupo ALI fue mas gruesa que las del grupo
CLO y PLA (P<0.001; Figura 3.5.).

Los datos obtenidos en los registros ultrasonograficos del SG permitieron

detectar cambios relacionados con interrupcion temprana de la gestacion.



Figura 3.4.
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Figura 3.5.
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La evaluacion ultrasonogréafica de los SG mostré cambios en las PCSG y en la
RCSG. Al inicio del TRT (dia 0) no se observaron diferencias significativas entre la
presencia de PCSG y la RCSG al comparar los diferentes grupos. Sin embargo, las
PCSG y la RCSG fue mayor en las gatas del grupo ALI en comparacion de las gatas
CLO y PLA (interaccion de TRT x dia de TRT, P<0.0001; Figura 3.6.). Los contrastes
polinomiales mostraron un efecto cuadratico del ALI sobre las PCSG (P<0.0001) y un

efecto cubico del ALI sobre la RCSG (P<0.032).
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Figura3.6.  Cuadrados medios minimos y ES de PCSG (A) y RCSG (B) durante el
TRT con PLA, CLO (5ug/kg, tres dias consecutivos) o ALI (10 mg/kg,
dos dias consecutivos) a los 21-22 d de gestacion. Superindices difieren a
P<0.05.
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Al analizar las concentraciones sericas de P, de las muestras obtenidas no se
observaron diferencias significativas al inicio del TRT (dia 0) entre el grupo ALI, CLO
y PLA (22.92+2.41, 23.4+2.41 y 29.4+2.54 ng/mL, P>0.14; respectivamente). En
contraposicion al finalizar el TRT con ALI y CLO pudo observarse que las
concentraciones de P, de ambos grupos de gatas eran significativamente diferentes a las
concentraciones de P, de las hembras del grupo PLA (interaccion de TRT x dia de TRT,
P<0.0001). La concentracion de P4 en las gatas del grupo ALI comienza a ascender
luego del inicio del TRT. En contraposicion en el grupo CLO desciende luego de
iniciado el TRT hasta el dia 3, momento en el cual comienza a ascender. Desde el dia 1
al 7, las hembras del grupo ALI y PLA presentan concentraciones de P4 similares entre
si y diferentes a las gatas del grupo CLO (interaccion de TRT x dia de TRT, P<0.05).
Sin embargo cuando se compararon las concentraciones de P, en las gatas del grupo
ALI, CLO y PLA el dia 6, las mismas fueron significativamente diferentes (41.01+3.83,
19.4+£3.52 y 29.13£3.61 ng/mL, P>0.0005; respectivamente). Al comparar las
concentraciones de P4 al dia 9 de iniciado el TRT se observa que no hay diferencias

significativas entre las gatas del grupo ALI, CLO y PLA (P>0.73; Figura 3.7.).
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Figura3.7.  Cuadrados medios minimos y ES de P4 (ng/mL) durante el TRT con
PLA, CLO (5ug/kg, tres dias consecutivos) o ALI (10 mg/kg, dos dias
consecutivos) a los 21-22 d de gestacion. Superindices difieren a P<0.05.
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El ABC de la concentracion de P, fue menor en el grupo CLO que en el grupo
ALl y PLA durante los primeros 5 d postratamiento (61.96+13.72 ng d/mL vs.
156.99+14.47 ng d/mL, P<0.001). Por el contrario, el ABC de la concentracion de P4
fue similar entre el grupo ALI y PLA durante el mismo periodo (166.06+14.47 ng d/mL
vs. 147.92+14.47 ng d/mL, P>0.38).

El ABC de la concentracion de P, fue menor en el grupo CLO que en el grupo
ALI y PLA durante los dias 5-8 postratamiento (60.36+8.93 ng d/mL vs. 121.28+13.14
ng d/mL, P<0.001). EI ABC de la concentracion de P, fue superior en el grupo ALI que
en el grupo PLA durante el mismo periodo (156.16+16.31 ng d/mL vs. 86.41+£9.98 ng
d/mL, P<0.001).

El intervalo fin de gestacion - estro fue similar en las gatas ALI, CLO y PLA
(62.8+8.69, 49.0+8.69, 57.8+8.69 d, P>0.53; respectivamente). La totalidad de las gatas
tratadas con ALI y CLO quedaron prefiadas en el primer servicio postratamiento. Se
realizaron controles ultrasonograficos semanales que permitieron comprobar un
desarrollo embrionario y fetal normal. Los partos fueron eutdcicos en todos los
animales. La duracion de la gestacion y el tamafio de camada fue similar en el grupo
ALl y CLO (64.8+0.62 vs. 65.0+0.62 d, P>0.82; 2.84£0.31 vs. 3.3+0.31, P>0.27). En
ambos TRT se produjo el nacimiento de crias sanas, obteniéndose el 100% de destete.

Ninguno de los animales del grupo ALI y PLA present0 alteraciones detectables
en los exdmenes fisicos realizados durante el estudio. Diez a quince minutos luego de la
administracion de la droga se observaron algunos efectos colaterales (vomitos, diarrea,
decaimiento, disminucion de la ingesta de alimento, vocalizaciones y taquipnea) de

grado leve en las gatas del grupo CLO.
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DISCUSION

En los resultados obtenidos, pudimos observar que el ALI permitio interrumpir
la gestacion temprana en el 100% de las gatas tratadas. Nuestros hallazgos concuerdan
con los trabajos realizados por Georgiev y Wehrend (2006; 2008) quienes lograron
interrumpir la gestacion en el 87% y 100% de las gatas tratadas, utilizando la misma
dosis de ALI al dia 25 y 26 de gestacion (Georgiev y Wehrend, 2006; Georgiev y
Wehrend, 2008). En concordancia con estos resultados Goericke-Pesch (2010) utilizé
ALLI al dia 5 y 6 postservicio registrando un 0% (11/11) de gestaciones ocurridas. Si
bien el autor concluye que ALI fue efectivo para prevenir la prefiez en las gatas
estudiadas no pudo diagnosticarse la ocurrencia de fecundacién y desarrollo
embrionario, por lo cual podria establecerse la hipotesis de la prevencién de la nidacién
mediante ALI (Goericke-Pesch y col., 2010). Teniendo en cuenta lo anteriormente
enunciado nuestro trabajo seria el primero en utilizar ALI para interrumpir gestaciones
de tempranas (21-22 d) luego de ser las mismas confirmada por ultrasonografia.

En nuestro estudio en las gatas del grupo ALI el intervalo entre el inicio de TRT
y comienzo de la reabsorcion fue de 4.30+0.60 d, presentando como Unica signologia
clinica una leve descarga vaginal mucohemorragica a los 7.42+0.92 d de iniciado el
TRT. En concordancia Georgiev y Wehrend (2006) comunicaron que las gatas que
respondieron al TRT abortaron entre 5-9 d de iniciado el TRT, observando descarga
vulvar hemorrégica a los 5+1 d de iniciado el mismo. Més tarde, Georgiev y Wehrend
(2008) comprobaron que la descarga vulvar hemorrégica era resultado del dafio de las
venas uterinas debido al desprendimiento Gtero-placentario, lo que genera hemorragia
intersticial con la subsecuente extravasacion de sangre al lumen uterino (Georgiev y

Wehrend, 2008).
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En nuestro estudio, una de las gatas del grupo ALI, abort6 un feto 38 d despues
de lo observado en el resto de los animales, un resultado similar obtuvo Georgiev y
Wehrend (2006), donde una gata aborté a los 20 d de iniciado el TRT. Estos resultados
muestran que algunos fetos logran sobrevivir mas tiempo a la privaciéon de P, causada
por ALI (Georgiev y Wehrend, 2006).

En contraposicion a nuestra hipotesis, el CLO no resulto efectivo (0/10, 0%)
para interrumpir la prefiez temprana en las hembras felinas. Este hecho podria estar
relacionado con la resistencia del CL al efecto luteolitico en el primer tercio de la
gestacion, lo cual permitiria la continuacion de la gestacion y el nacimiento de crias
sanas a término (Felman y Nelson, 2000). En el trabajo realizado por Onclin y
Verstegen (1997) se logrd interrumpir la gestacion en el 100% (5/5) de las gatas
utilizando la combinacién de un agonista dopaminérgico, CAB, junto con una PGF
sintética, CLO, al dia 30 de gestacion. Las diferencias encontradas en el porcentaje de
interrupcion de la gestacion registrados entre el mencionado trabajo y nuestro estudio
podrian relacionarse con la EG en la cual se implement6 el TRT, asi como también a la
utilizacion de CAB en combinacion con el CLO. Algunos estudios indicarian que el CL
no necesita factores luteotréficos durante los primeros 20 d de vida mientras que al dia
30 la PRL es uno de los principales factores luteotréficos que permiten el
mantenimiento del CL (Johnston y col., 2001; Verstegen, 1998). La CAB, al disminuir
la concentracion de PRL sérica, evitaria la accion luteotréfica de esta hormona sobre el
CL volviéndolo més sensible a la accion luteolitica del CLO.

Todas las gatas del grupo PLA presentaron un desarrollo embrionario-fetal
normal y parto eutdcico, produciéndose el nacimiento de crias sanas y obteniéndose el

100% de destete. Nuestros resultados concuerdan con los comunicados por Georgiev y
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Wehrend (2006) quienes obtuvieron un desarrollo gestacional normal y un tamafio de
camada de 3.3+1.1 crias.

El seguimiento ultrasonografico durante la gestacion brinda la posibilidad de
apreciar la morfologia de los SG, VSG y DSG, movimientos fetales y evaluacion de
latidos cardiacos estimando asi la viabilidad embrionaria-fetal y valorando el riesgo de
pérdida gestacional (Nyland and Matton 2002; Breukelman y col., 2005; Keats and
Sistrom 2002; Zambelli 2006). Si bien algunos autores utilizaron la ultrasonografia para
evaluar la eficacia de ALI en la gestacion temprana (Georgiev y Wehrend 2006;
Georgiev y Wehrend 2008) en ninglin caso se comunicaron mediciones del SG
registrandose solo la ocurrencia de la interrupcion de la gestacion. Los datos obtenidos
en los registros ultrasonograficos de las mediciones realizadas a los SG (LON, ATP,
TRV, VSG, DSG y pared del SG) mostraron diferencias entre los grupos permitiendo
detectar cambios relacionados con interrupcion temprana de la gestacién y evaluar la
ocurrencia 0 no de una gestacion normal. Asi mismo pudimos observar la ocurrencia de
diferencias en las PCSG y la RCSG obtenidos mediante evaluacion ultrasonogréafica e
identificar cambios relacionados con interrupcion de la gestacion temprana. Los datos
obtenidos en nuestro trabajo muestran que cambios ultrasonogréficos del SG permitirian
estimar en forma temprana el riesgo de pérdida gestacional en felinos.

Al analizar las concentraciones de P, de las gatas del grupo ALI pudimos
observar que dichos niveles comienzan a ascender luego de iniciado el TRT. Es asi que
las concentraciones de P4 el dia 6 fueron significativamente diferentes en las gatas del
grupo ALI en comparacion a las hembras del grupo CLO y PLA. Estos resultados se
correlacionan con los hallazgos de Georgiev y Wehrend (2006) quienes observaron un
incremento de los niveles séricos de P, a los 6 d de iniciado el TRT, para luego

producirse un descenso, y alcanzar concentraciones semejantes a las gatas control a los
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15 d de iniciado el TRT. En contraposicion Georgiev y Wehrend (2008) no observaron
diferencias significativas en las concentraciones séricas de P4 entre las gatas tratadas y
controles en ningun momento del TRT (Georgiev y Wehrend, 2008). Asi mismo Fieni y
col. (2006) comunicaron un incremento de los niveles de P, plasmaticos a las 24 h de
iniciado el TRT, observando el mismo efecto postratamiento que el observado en
nuestro trabajo (Fieni y col., 2006).

Shille y Stabenfeldt (1979) utilizaron PGF en gatas que presentaban entre 21 y
25 d de pseudoprefiez, ocasionando disminucion la concentracion de P, sérica y
consecuente depresion de la funcién ldtea luego de iniciado el TRT, obteniendo valores
basales de P4 entre los 5y 11 d de finalizado el TRT (Shille y Stabenfeldt, 1979). Estos
resultados se correlacionan con nuestros hallazgos en las gatas que fueron tratadas con
CLO, observando que la P4 sérica descendié luego de iniciado el TRT, evidenciandose
diferencias significativas al comparar las concentraciones séricas de P4 con el grupo
ALl y PLA. Los niveles de P, continuaron descendiendo sin llegar a concentraciones
basales. Sin embargo a partir del dia 4 de iniciado el TRT dichos niveles comenzaron a
ascender, para alcanzar concentraciones semejantes a las gatas PLA a los 8 d posterior
al inicio del TRT.

En nuestro estudio pudimos observar que durante los primeros 5 d posteriores al
TRT, se produjo una reduccion del 60% de la concentracion de P4 en el grupo CLO
comparado con el grupo ALI y PLA. Durante el periodo del dia 5 al 8 posteriores al
TRT, se produjo una reduccion del 31% de la concentracion de P4 en el grupo CLO
comparado con el grupo PLA y un aumento del 80% de la concentracion de P4 en el
grupo ALI comparado con el grupo PLA.

La PGF ha sido utilizada para inducir la luteolisis en varias especies en las

cuales la unica fuente de P, es el CL. La administracion de PGF,, en gatas que
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presentaban 33 d de prefiez indujo la lisis del CL y aborto, observando un descenso de
la concentracion de P4 plasmatica a niveles basales a las 24 h de iniciado el TRT
(Verstegen y col, 1993). Si bien en nuestro trabajo los niveles de P, sérica comenzaron a
descender a las 24 h de iniciado el TRT, en contraposicion a lo comunicado por
Verstegen y col. (1993), en ninguna de nuestras gatas se observaron concentraciones
basales de P4. Al analizar las concentraciones séricas de P, pudimos determinar que
ocurrié un descenso de los niveles de P4, no obstante mas tarde los valores de Py
ascendieron nuevamente, mostrando la recuperacion de la funcion latea, lo cual
permitio que la gestacion llegara a término sin afectar el desarrollo embrionario-fetal. Si
bien en nuestro trabajo se administré una PG sintética, los resultados obtenidos
concuerdan con los comunicados por Nachreiner y Marple (1974) quienes observaron
que la administracion de PG natural en gatas que presentaban menos de 40 d de

gestacion no produjo interrupcion de la prefiez (Nachreiner y Marple, 1974).

Onclin y Verstegen (1997) administraron CAB en combinacién con CLO en
gatas que presentaban 30 d de gestacion, produciéndose un descenso de la
concentracion de P, plasmatica en forma rapida y constante ocurriendo el aborto en
todas las hembras tratadas (Onclin y Verstegen, 1997). Resultados similares obtuvieron
Eriinal-Maral y col. (2004), quienes utilizaron CAB en combinacion con alfaprostol
entre los 25 y 40 d de gestacion, logrando provocar aborto en todas las gatas tratadas. Si
bien se ha comunicado que protocolos combinados de CAB con analogos de PGF, han
sido efectivos para inducir aborto, no existen comunicaciones sobre la administracion de
PG sintética para interrumpir la prefiez temprana en las gatas (Erinal-Maral y col.,

2004).
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Recientemente Braun y col. (2012) pudieron detectar P4 en el tejido placentario
(1.2-5 pg/mL de tejido) entre los 21 y 31 d de gestacion, confirmando la existencia de
una fuente adicional de P, capaz de mantener la gestacion en la gata (Braun y col.,
2012). Dichos resultados concuerdan con los obtenidos por Siemieniuch y col. (2012)
quienes comunicaron que la concentracion plasmatica de P, fue numéricamente superior
en las gatas prefiadas en comparacion con las pseudoprefiadas. Al analizar la
concentracion de P4 placentaria se pudo determinar que la misma seria dependiente de
la EG, obteniendo la mayor concentracion en la etapa tardia, en comparacion con la
temprana o media. Estos resultados indicarian que la placenta es una fuente adicional de
P, en gatas gestantes, pudiendo ser considerada como un 6rgano endocrino capaz de
contribuir con el mantenimiento de la gestacion en la gata (Siemieniuch y col., 2012). Si
bien dichos autores pudieron detectar niveles de P, en tejido placentario, las
concentraciones de P, placentaria y plasmaética fueron determinadas por ELISA, a
diferencia de nuestro trabajo en el cual la determinacion hormonal fue realizada por
RIA. Nagy y col. (1998) realizaron un estudio en yeguas en el cual compararon la
determinacion de la concentracion plasmatica de P, mediante ELISA y RIA. En dicho
estudio pudieron comprobar que ambas técnicas permiten detectar niveles de P4. Sin
embargo, los valores obtenidos mediante ELISA son mayores que los valores obtenidos
mediante RIA (Nagy y col., 1998). Estos hallazgos podrian relacionarse con nuestros
resultados, en los cuales pudo observarse que las gatas tratadas con CLO presentaron un
descenso de la concentracion sérica de P, postadministracion de la droga, sin llegar a
valores basales. Estos hallazgos podrian indicar que la placenta produce P4, pero la
hormona producida-no se detectaria por la técnica de RIA. Es asi que la P4 placentaria

permitiria mantener los niveles séricos de P4 hasta que el CL pueda volver a secretar
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cantidades adecuadas para continuar con la gestacion, y de esta forma lograr un

desarrollo embrionario-fetal normal.

Las fuentes de P, asi como la importancia de los Organos secretores de esta
hormona varian entre las especies animales. En las gatas pseudoprefiadas el CL regresa
por envejecimiento, sin embargo en las gatas prefiadas el CL se mantiene durante toda
la gestacion y la P4 placentaria es considerada una fuente adicional, la cual contribuye al

mantenimiento de la gestacion.

En nuestro trabajo todas las gatas tratadas retornaron al estro luego del TRT. En
ninguna de las hembras del grupo ALI y CLO se vio afectada la fertilidad. Todas las
hembras quedaron prefiadas en el primer servicio postratamiento, se produjo un
desarrollo embrionario-fetal normal y el parto fue eutdcico. Todas las hembras parieron
crias sanas, obteniéndose el 100% de destete. Resultados similares fueron comunicados
por Fieni y col. (2006), quienes observaron que todas las gatas tratadas retornaron el
estro, un 77% de los animales quedd prefiado en el celo posterior al aborto y un 10%
mas en el segundo celo (Fieni y col., 2006). En concordancia la fertilidad de las gatas no
se vio afectada luego del TRT combinado con CAB y CLO (Onclin y Verstegen, 1997).
Sin embargo solo el 33% de las gatas quedaron prefiadas luego de utilizar un TRT
combinado con CAB y alfaprostol (Ertinal-Maral et al. 2004).

Se ha demostrado que las PG sintéticas son mas potentes que la PG natural. En
relacion a la potencia, la dosis recomendada para la PG sintética es menor que la PG
natural, y ademas se ha observado que se reducen los efectos colaterales (Wanke y col.,
2002). En nuestro trabajo las gatas tratadas con CLO presentaron efectos colaterales de
grado leve, los cuales fueron los comunicados previamente en asociacion a la

administracion de prostaglandinas (Wanke y col., 2002). Aunque algunos efectos
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secundarios observados después de la administracion del CLO fueron leves y de corta
duracion, se ha informado de que los efectos secundarios de la PG dependen de la dosis
y se ha comunicado en la perra que los mismos disminuyen con la administracion de
dosis repetidas de la droga. Se recomienda comenzar con dosis bajas y lentamente
aumentar la dosis hasta llegar a la dosis seleccionada después de 2-3 d disminuyendo asi
los efectos colaterales asociados a la PG (Verstegen y col. 2008). Esta recomendacion
podria ser utilizada para el uso de CLO en futuros estudios con el fin de reducir los
efectos secundarios observados en las gatas. En contraposicion no se evidenciaron
efectos colaterales en ninguno de los animales tratados con ALI, dicha observacion

concuerda con los experimentos realizados por Georgiev y Wehrend (2006; 2008).

CONCLUSION

Podemos concluir que el CLO no resulto efectivo, pero el ALI si result6 efectivo
para interrumpir la gestacion en las gatas entre 21 y 22 d de prefiez. Las gatas tratadas
con ALI no presentaron efectos colaterales, en contraposicion las hembras CLO
presentaron efectos colaterales de grado leve. Asi mismo los datos obtenidos en los
registros ultrasonogréaficos de las mediciones realizadas a los SG mostraron diferencias
entre los grupos permitiendo detectar cambios relacionados con interrupcion temprana
de la gestacion. Estos hallazgos muestran que el seguimiento ultrasonografico durante el
TRT permitio evaluar la ocurrencia o no de una gestacion normal.

Los resultados obtenidos muestran que la administracion de ALl y CLO durante
la gestacion temprana en la gata permiten conservar la fertilidad postratamiento, por tal
motivo dichas drogas pueden ser usadas sin poner en riesgo la salud reproductiva de los

animales tratados.
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CAPITULO IV

EVALUACION DE LA EFICACIA FARMACOLOGICA DEL
CLOPROSTENOL Y AGLEPRISTONE PARA INTERRUMPIR LA

GESTACION MEDIA EN FELINOS

INTRODUCCION

El control de la reproduccién en la gata se presenta como un constante desafio
en la clinica reproductiva diaria. Como se ha descripto en los capitulos previos, la P4 es
necesaria para el establecimiento y el mantenimiento de un ambiente uterino adecuado
para el desarrollo embrionario y fetal (Verstegen y col., 1997; Wanke y col., 2002).

La sintesis de P, implica una serie de vias metabdlicas, conocidas como vias
esteroidogénicas, en la cual interviene la proteina esteroidogénica regulatoria aguda
(StAR), la citocromo P450 y la enzima 3 R - hidroxiesteroide deshidrogenasa -A°® -A*
isomerasa (3B-HSD), las cuales desempefian funciones esenciales para la obtencion de

esta hormona (Blanco, 2007).

En células luteales, la StAR actia como mediadora del transporte del colesterol
desde la membrana mitocondrial externa a la interna. En el interior de la mitocondria el
colesterol es hidroxilado por accion de la 20,22-desmolasa, formando un compuesto
Ilamado pregnenolona, la cual sirve de compuesto intermedio en la sintesis de todas las
hormonas esteroides. La transformacion siguiente consiste en la deshidrogenacion e
hidroxilacion, la cual es catalizada por una enzima que requiere oxigeno molecular y

NADPH como coenzima, oxigenasas de funcion mixta, ligadas a citocromo P450. Por



79

accion de 3R-HSD, se oxida el C3; una isomerasa cambia la doble ligadura entre

carbonos 5y 6 a los carbonos 4 y 5, convirtiendo la pregnenolona en P4 (Blanco, 2007).

La placenta es un Organo transitorio, compuesto por componentes fetales
derivados del corion y componentes maternos derivados de la modificacion del
endometrio (Senger, 2003). La placenta ademas de ser un oOrgano de intercambio
metabolico, es considerada un 6rgano endocrino transitorio, debido a que produce
hormonas que pueden estimular la funcion ovarica, mantener la gestacion, influir en el
crecimiento fetal, estimular la funcién mamaria asi como intervenir en el parto (Senger,

2003).

Las fuentes de P, asi como la importancia de los 6rganos secretores de esta
hormona varian entre las especies animales. Si bien la P4 es producida por el CL en la
gestacion temprana, el rol del mismo varia entre las diferentes especies. En algunas de
ellas, como la vaca, la oveja, la yegua y la mujer, el CL no es necesario para mantener la
produccién de P4 durante toda la gestacion, debido a que la placenta se hace cargo de la
produccién de dicha hormona (Senger, 2003). En la oveja el CL es responsable de la
produccién inicial de P4, sin embargo la placenta comienza a producir P, s6lo después
del dia 50 de gestacion. En contraposicion en otras especies, como la coneja y la cerda
la remocion quirdrgica del CL produce interrupcién de la gestacion sin importar la EG
en la que se realice. Si bien las fuentes de P, varian segun las especies animales, en
todas ellas, el CL produce P, durante toda la gestacion, inclusive en aquellas especies en
las cuales la placenta sintetizan dicha hormona pudiendo mantener la gestacién (Senger,

2003).

Durante muchos afios el CL fue considerado la principal fuente de P4 durante la

gestacion en las gatas. Es asi que la produccion de P, placentaria en la gata fue muy
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cuestionada, realizandose diversos estudios en relacion a este topico. Una de las
primeras comunicaciones afirmo que la secrecion de P4 por el CL era necesaria para
mantener la gestacion hasta el dia 45-50 (Scott, 1970). En contraposicion Verstegen y
col. (1993) comunicaron que la P4 sintetizada por el CL era la responsable de mantener
la segunda mitad de la gestacion, permaneciendo el CL funcional a través de toda la
gestacion, produciéndose su regresion previo al parto (Verstegen y col., 1993). Tsutsui y
col. (2009) continuaron con el estudio sobre el rol de la P4 para el mantenimiento de la
gestacion, para ello incluyeron en su estudio gatas a las que se les realizd ovariectomia
en diferentes etapas de la prefiez, comunicando que el 100% de las gatas tratadas al dia
35 de gestacion aborto, un 80% aborto6 a los 40 d de gestacion, un 40% aborté a los 45 d
de gestacion y un 60% abort6 a los 50 d de gestacién. En todas las gatas, la
concentracion plasmatica de P, fue 1-2 ng/mL en el dia posterior a la ovariectomia,
disminuyendo a menos de 1 ng/mL a partir del segundo dia. A su vez pudo determinarse
que la concentracion de P, en sangre venosa de ovario en el momento de ovariectomia
disminuia con la etapa de la prefiez. La concentracion plasmética de P4 en sangre venosa
uterina y periférica fue similar, sin embargo los valores de P4 en sangre venosa de
ovario eran superiores a ambos. Estos resultados sugieren que la P4 periférica es el
resultado de la secrecion proveniente del CL. Si bien el mantenimiento de la prefiez
después del dia 45 de gestacion no requiere concentraciones elevadas de P4 en sangre
periférica, la placenta podria proporcionar una fuente local de P, / progestagenos, la
cual no pudo ser detectada en circulacion periférica mediante ELISA (Tsutsui y col.,

2009).

En un estudio en el cual se compararon los niveles plasmaticos de P4 en las gatas
durante la pseudoprefiez y gestacion se pudo comprobar que la concentracion de Py

plasmatica se incrementd de manera similar en los primeros 10 a 12 d. Sin embargo,


http://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0301-732X2002000200001#a68
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después de este periodo las gatas gestantes presentaron niveles de P, superiores,
coincidiendo con el periodo de implantacion, observandose entre gatas prefiadas y con
pseudoprefiez diferencias significativas en la concentracion de dicha hormona a partir
de 28 d postovulaciéon. Si bien en ambos grupos los niveles de P, comenzaron a
descender después de este periodo, en las gatas prefiadas la concentracion de P4 siempre
fue superior. A partir de dichos resultados Verhage y col. (1976) comunicaron que los
niveles elevados de P4 en las gatas gestantes podrian relacionarse con una sintesis de Py

placentaria o extragonadal (Verhage y col., 1976).

Malassine y Ferre (1979) realizaron un estudio en el cual evaluaron la actividad
enzimatica de la 33-HSD en la placenta de la gata, midiendo la tasa de formacion de P4
a partir de pregnenolona marcada con un isétopo radiactivo. En dicho estudio
comunicaron que la actividad enzimatica de la 33-HSD se incrementé a partir del dia 28
de gestacion, y en gran medida en la Ultima etapa de la gestacion correspondiéndose al
aumento en peso de la placenta. La menor actividad enzimatica total fue observada en el
dia 62 de gestacion, relacionandose con la disminucién del peso de la placenta. Estos
resultados indican que la produccién placentaria de P, aumenta significativamente
durante la Gltima parte de la gestacion, por lo tanto este hallazgo podria explicar el
hecho de que la ovariectomia después del dia 49 de prefiez no produzca interrupcién de

la gestacion (Malassine y Ferre 1979).

Braun y col. (2012) estudiaron las enzimas involucradas en la produccion de Py,
asi como también la concentracion de dicha hormona a nivel de la placenta felina.
Dichos autores comunicaron niveles elevados de la enzima 3B8-HSD los cuales se
correlacionan con los niveles de P, placentaria. Las concentraciones de P, y de la

enzima 3R-HSD fueron bajos entre los 21 y 31 d de gestacion, pero aumentaron entre
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los 37 y 50 d de prefiez, a partir de ese momento se produjo un descenso de la
concentracion de P4 para llegar a niveles basales al dia 55 de gestacion. Sin embargo
observaron gue se mantienen elevados los niveles de la enzima 3R-HSD. A partir de los
resultados obtenidos concluyeron en que la placenta felina es capaz de producir Py

(Braun y col., 2012).

Recientemente Siemieniuch y col. (2012) realizaron un estudio en gatas durante
diferentes estadios de la pseudoprefiez y gestacion, en el cual se evalud la expresion de
la StAR y la 33-HSD a nivel del CL y placenta. Asi mismo se realizé la comparacién de
P, a nivel de sangre periférica y placentaria. En el mencionado estudio se pudo
determinar que StAR y 3B-HSD se localizaron en las células luteales, durante la etapa
temprana, media y tardia de la prefiez y pseudoprefiez. Al analizar la placenta se pudo
determinar que StAR y 3R-HSD se localizaron en células de origen mesenquimal tales
como ceélulas de la decidua materna durante la etapa media y tardia de la gestacion.
Cuando se analizaron los niveles de P4, pudo observarse que la concentracién en plasma
fue numéricamente superior en las gatas prefiadas en comparacion con las
pseudoprefiadas, obteniendo la mayor concentracion durante la etapa media en ambos
grupos de gatas. Al analizar la concentracion de P, placentaria se pudo determinar que
la misma parece ser dependiente de la EG, obteniendo la mayor concentracion en la
etapa tardia, en comparacién con la temprana o media. Estos resultados confirman que
la placenta es una fuente adicional de P, en gatas gestantes, y por lo tanto puede ser
considerada como un drgano endocrino capaz de contribuir al mantenimiento de la

gestacion en la gata (Siemieniuch y col., 2012).

A partir de los estudios antes mencionados, se debe tener en cuenta el estadio de
la gestacidn en el que se administran PG para generar interrupcion de la prefiez, ya que

aparentemente el CL no seria la Unica fuente de P, durante la gestacion. Se ha
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comunicado que la administracion de PG natural resulta efectiva para inducir el aborto
en gatas con mas de 40 d de gestacion, por el contrario en aquellas gatas que
presentaban menos de 40 d de gestacion no ocurrio aborto (Nachreiner Marple y 1974).
Shille y Stabenfeldt (1979) comunicaron que estos resultados pueden deberse a que el
aborto se haya producido por un efecto contractil del utero en presencia de una
depresion de la funcién latea (Shille y Stabenfeldt 1979). En contraposicion, al
administrarse PG F,, natural al dia 33 de gestacion, se genero el aborto con la expulsién
de fetos en la totalidad de las gatas tratadas (Verstegen y col., 1993), dichos resultados
concuerdan con el estudio realizado por Tsutsui y col. (2009) quienes obtuvieron un
100% de aborto en aquellas gatas a las que se les realizd ovariectomia a los 35 d de
gestacion (Tsutsui y col., 2009). El uso de agonista dopaminérgico en combinacién con
un analogo de PGF tal como CLO o alfaprostol ha sido eficaz en los gatos para inducir
el aborto durante la gestacién media (Onclin y Verstegen, 1997; Erunal -Maral y col.,

2004).

Si bien las PG natural y sintética se utilizan para inducir lutedlisis en varias
especies en las que la Unica fuente de P, es el CL, se sabe que las PG sintéticas son mas
potentes que las PG naturales. Segun la potencia, la dosis recomendada para la PG
sintética es menor que para la PG natural y podria producir mayores efectos secundarios

(Wanke y col., 2002).

La eficacia del CLO sin un agonista dopaminérgico no ha sido estudiada todavia.
Por lo tanto, el CLO podria ser eficaz para inducir luteolisis en gatas que presentan 35-

38 d de gestacion.

El efecto de los antiprogestdgenos durante la gestacion media ha sido poco
estudiado en felinos. Existe s6lo una comunicacion sobre el uso de ALI para interrumpir

la prefiez en las gatas. En dicho estudio Fieni y col. (2006) administraron ALI en una
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dosis de 15 mg/kg/d/sc durante dos dias consecutivos entre el dia 33+4.2 de prefiez
obteniendo interrupcion de la gestacion en el 88.5% de las gatas tratadas. No se han
realizado estudios sobre la eficacia de dosis menores de ALI en la gestacion media. Es
asi que la implementacion de un protocolo en el cual se reduzca la dosis del ALI durante
la gestacion media, podria ser una alternativa eficaz para la interrupcion de la gestacion

en esta especie.

Si bien se registra el aborto, en la mayoria de los estudios en los que se utilizan
drogas para interrumpir la gestacion no se realiza un seguimiento ultrasonogréafico sobre
el SG ni del embrién durante la aplicacion del protocolo abortivo. Sin embargo la
ultrasonografia resulta de gran utilidad, ya que permite ver y monitorear a los
embriones-fetos, evaluar la viabilidad y valorar el riesgo de pérdida gestacional (Nyland
y Mattoon, 2002; Keats y Sistrom, 2002; Zambelli y Prati, 2006).

Historicamente la evaluacion de la salud del feto humano se basaba
fundamentalmente en el examen clinico de la mujer gestante y mediciones de
marcadores indirectos bioquimicos (fosfatasa alcalina placentaria, leucina amino-
peptidasa, lactégeno placentario). Sin embargo la ultrasonografia hizo posible un
examen detallado del feto al permitir evaluar multiples actividades biofisicas fetales
(Manning, 2010).

El PBF es una escala derivada de la observacion de las variables dinamicas
discretas fetales. La escala del PBF se determina en el momento de realizar la ecografia
obstétrica, generalmente junto con la valoracion morfologica del embarazo y la
medicion de parametros biométricos. La suma de las puntuaciones de cada variable
fetal, dara un resultado a partir del cual se sugiere un protocolo terapéutico (Keats y

Sistrom, 2002; Manning, 2010).


http://www.diazdesantos.es/libros/buscador/index_avanzado.php?autor=Keats,%20Theodore%20E.
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Frank Manning describié por primera vez el PBF, al realizar un estudio en
mujeres gestantes. En dicho perfil se utilizaron cinco variables biofisicas fetales para
predecir la evolucién prenatal, utilizando como variables fetales a los movimientos
respiratorios, movimientos corporales macroscopicos, tono fetal, FCF reactiva y
volumen de liquido amnidtico. Este método resulté muy preciso para diferenciar fetos
saludables de comprometidos (Keats y Sistrom, 2002; Ferreiro, 1999; Manning, 2010).

Las variables dindmicas fetales incluidas en el perfil estan reguladas por el
sistema nervioso central, las cuales se alteran en estado de hipoxia en orden inverso a la
madurez cronoldgica de los centros nerviosos responsables de cada actividad biofisica.
Teniendo en cuenta el desarrollo del sistema nervioso central en el feto humano, el area
cortex-subcortical es la mas precoz en desarrollarse en la vida intrauterina, dicha area se
encarga de controlar el tono fetal, y se ha comprobado que es la Gltima variable en
desaparecer en el caso de asfixia (Huaman vy col., 1995; Ferreiro, 1999).

Durante muchos afos el PBF fue utilizado en mujeres gestantes, principalmente
en gestaciones de alto riesgo, ya que el objetivo del PBF es estimar la mortalidad y
morbilidad perinatal. Esta prueba sencilla y rapida ha permitido reducir los riesgos
maternos y perinatales, con la consecuente disminucion de la morbimortalidad materna
y perinatal (Huaman y col., 1995; Ferreiro, 1999; Manning, 2010).

El desarrollo tecnologico de las ultimas decadas ha permitido ampliar las
posibilidades de estudio del feto, considerado hoy como paciente por si mismo. Sin
embargo, la evaluacion clinica debe ser siempre el punto de partida y constituir la base
para la indicacion de diferentes métodos complementarios que permitan la

aproximacion diagnoéstica (Huamany col., 1995; Ferreiro, 1999).


http://www.diazdesantos.es/libros/buscador/index_avanzado.php?autor=Keats,%20Theodore%20E.
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La utilizacién del PFB en las gatas gestantes, a través del analisis de variables
dindmicas semejantes a las utilizadas en la mujer, constituye una metodologia
prometedora para predecir la morbilidad y mortalidad fetal.

En resumen, el desarrollo de nuevos protocolos farmacologicos que permitan
interrumpir la gestacién media con minimos efectos colaterales para la hembra permitira
mejorar el control de la reproduccién en felinos reduciendo las poblaciones de gatos
callejeros. Conjuntamente la evaluacion de la fertilidad posterior a la interrupcion de la
gestacion con diferentes protocolos, asi como la evaluacion de indicadores de riesgo

gestacional resultara de suma importancia en la clinica reproductiva diaria.

El objetivo de este capitulo fue de evaluar el efecto farmacoldgico del CLO y
ALl para interrumpir la gestacion media en felinos, estudiar los cambios
ultrasonograficos durante el TRT, y evaluar la fertilidad postratamiento.

Nuestra hip6tesis de trabajo fue que la administraciéon de CLO y ALI permite
interrumpir la gestacion media en felinos, sin la ocurrencia de efectos colaterales o con

la aparicién de minimos signos asociados al TRT, sin afectar la fertilidad de la hembra.

MATERIALES Y METODOS
Animales
Se utilizaron 30 gatas, de raza mestiza, de entre 24 y 36 meses de edad, sanas,
con un peso entre 3 a 4 kg, y 4 gatos mestizos, sanos, con un peso entre 3 a 5 kg.
Todos los animales fueron alojados individualmente en jaulas de acero. Los
gatos recibieron alimento comercial (Fit 32®; Royal Canin, Buenos Aires, Argentina) y

agua ad libitum. Todos los animales fueron albergados en wuna habitacidn
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acondicionada, con temperatura constante a 22°C durante 45 d previos al inicio del
experimento. Se utilizd un régimen de luz artificial de 14 h-luz-diaria (fotoperiodo
largo) con lamparas incandescentes de 100 W, a fin de obtener la ciclicidad de las
hembras (Robledo y col., 2003). Las gatas utilizadas fueron incluidas en un plan de

control urbano de la reproduccion.

Criterios de inclusion y marco bioético del uso de animales

Este experimento se realizO respetando los mismos criterios de inclusion y

consideraciones bioéticas que en el Capitulo I1.

Disefio experimental

Este estudio se llevd a cabo utilizando un disefio completamente aleatorizado
(Petersen 1985). Los animales fueron sometidos a un periodo de aclimatacion durante
45 d (Gimenez y col., 2009). Las gatas fueron controladas diariamente mediante
citologia vaginal y signologia conductual del estro. Al tercer dia de presentar una
citologia vaginal correspondiente al celo, las gatas se colocaron junto con el macho y se
documento el primer servicio. El diagndstico de gestacion se realizo por palpacion y
ecografia abdominal 20 d posteriores al dia del servicio (Zambelli y Prati, 2006). Entre
el dia 35 y 38 de gestacion, los animales fueron asignados en forma aleatoria a uno de

tres TRT (Figura 4.1.).
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Disefio experimental para el estudio de la interrupcién de la gestacion de gatas mediante la administracion de PLA (1 mL de

solucién fisioldgica sc), CLO (5ug/kg, tres dias consecutivos) o ALI (10 mg/kg, dos dias consecutivos) a los 35-38 d de

gestacion.
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Las gatas asignadas al primer TRT recibieron 10 mg/kg/sc de ALI (Alizin®,
Virbac, Germany, ALI n= 10) durante dos dias consecutivos. Las gatas asignadas al
segundo TRT recibieron 5 pg/kg/sc de CLO (Ciclar p.a. ®, Zoovet, Argentina, CLO n=
10) durante tres dias consecutivos. Las gatas asignadas al tercer TRT recibieron 1 mL
de solucion fisiologica sc (placebo 0 mg, PLA, n= 10). En la totalidad de las gatas se
tomaron muestras de sangre antes de la administracion del TRT (dia 0), durante el TRT
y el dia posterior al TRT. En las hembras que se produjo interrupcién de la gestacion se
tomaron muestras de sangre el dia del aborto y los dos dias siguientes. Mientras que en
las gatas en las que no se produjo interrupcion de la gestacion se tomaron muestras
hasta el dia 10 de iniciado el TRT. Todas las muestras de sangre fueron extraidas por
punciéon de la vena yugular, centrifugadas y almacenadas a -20° C hasta que las
concentraciones de P, fueron determinadas por RIA de fase sélida usando 1'*° (Coat-A-
Count®, Progesterona Diagnostic Product Corporation, Los Angeles, CA). El
coeficiente de variacion intraensayo para el pool alto de P4 (6.8 ng/mL) fue 4.6% y para
el pool bajo (0.8 ng/mL) fue 6.0%. Diariamente se registrd el estado general de los
animales, la imagen citoldgica vaginal y la presencia de descarga vulvar. El Gtero fue
controlado mediante ultrasonografia transabdominal (Ec6grafo Mindray™, DP-6600
vet, Nanshan, China, sonda lineal multifrecuencia [5-7,5-10 MHz]) desde el dia
anterior a la administracion de TRT hasta la confirmacion de la interrupcion o fin de la
gestacion. Se realizaron registros ultrasonograficos del SG vy fetos.

Con los registros obtenidos del SG se calculd: 1) VSG; 2) DSG; 3) Medicion de
la pared del SG.

Con los registros obtenidos de los fetos se determino 1) utilizando imagenes
fetales congeladas: a) LCC; b) DT; c¢) DB. 2) PBF estableciendo una escala ad hoc

mediante la relacion entre MCF macroscépicos, FCF y VSG. Los MCF macroscépicos
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incluyeron movimientos aislados del feto (totales, segmentarios o de rotacion) y
movimientos de flexion y extension del tronco y miembros, los cuales fueron
contabilizados en 1 min de observacion. La FCF se calculé mediante el modo M/B
utilizando trazados congelados con calibradores electronicos y software del ecografo
Mindray, DP-6600 vet. (Keats y Sistrom, 2002; Manning y col., 1987; Nyland y

Mattoon, 2002; Tabla 4.1.)

Tabla 4.1. Sistema de puntuacion del Perfil Biofisico Fetal (PBF)

PBF
Variable Hallazgo Normal (Escala=2) Hallazgo Anormal (Escala=0)
MCF® Mayor o igual a 7 movimientos Menor a 7 movimientos
FCF@ Mayor o igual a 220 [pm® Menor a 220 Ipm®
VvsG® Incremento del VSG Disminucion o mantenimiento del

VSG

WMCF: Movimientos Corporales Fetales, “”FCF: Frecuencia Cardiaca Fetal, *’VSC:
Volumen del Saco Gestacional, “Ipm: Latidos por minuto.

Luego de la ocurrencia de la interrupcién de la gestacion o parto se registro el
momento en que los animales comenzaron a ciclar nuevamente. Cuando las hembras
retomaron la ciclicidad estral, en el segundo celo posterior a la interrupcion de la
gestacion o después, las mismas fueron colocadas con el macho, se registro el servicio,
se realizd el diagnostico de gestacion 20 d postservicio y se control6 la gestacion a fin
de evaluar la fertilidad y posibilidad de desarrollo de una gestacion normal luego de la

interrupcién de la gestacion inducida con ALI o CLO.
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Deteccion del estadio del ciclo estral
Este experimento se realiz6 respetando las mismas consideraciones de deteccion

del estadio del ciclo estral que en el Capitulo II.

Control de los animales durante el estudio: observacion y examen fisico
En este experimento se realizaron las mismas observaciones diarias y examen

fisico que en el Capitulo IlI.

Examen ultrasonogréfico
En este experimento se realizdé el mismo procedimiento respecto al examen

ultrasonografico que en el Capitulo 1I.

Anélisis Estadistico

Se utiliz6 un disefio completamente aleatorio con mediciones repetidas en el
tiempo (diariamente entre el dia 0 al 10 de iniciado el TRT) en el que la unidad
experimental fue la gata. Los datos fueron presentados como cuadrados minimos
medios + ES. La significancia fue definida como P<0.05 y una tendencia como P<0.10.
Las variables continuas [LON (mm), ATP (mm), TRV (mm), pared del SG (mm), VSG
(mm?), DSG (mm), LCC (mm), DB (mm), DT (mm) y las concentraciones séricas de P4
(ng/mL)] se analizaron como mediciones repetidas en el tiempo mediante el uso de
PROC MIXED de SAS ® 9.1 (SAS, 2003). El modelo incluy6 los efectos aleatorios de
la gata y los efectos fijos del tiempo (dia TRT), del TRT (ALI vs. CLO vs. PLA) y la
interaccion tiempo por TRT. La duracion de la gestacion y el intervalo fin de gestacion
- estro fueron analizadas mediante analisis de varianza con el PROC GLM SAS © 9.1

El analisis del ABC se realizé con el Sigmaplot 10.0 (Systat, 2006).
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La interrupcion de la gestacion (si/no) se evalio mediante una regresion logistica
con PROC GENMOD SAS ® 9.1 empleando una distribucién binomial y una funcién de
enlace logit. EI modelo logistico incluyo los efectos fijos del TRT y de los dias del
TRT. El tamafio de camada se evalu6 mediante una regresion Poisson con PROC
GENMOD SAS ® 9.1 empleando una distribucién Poisson y una funcién de enlace log.

El modelo logistico incluyé los efectos fijos del TRT y de los dias del TRT.

RESULTADOS

En todas las gatas asignadas al grupo ALI se produjo aborto (10/10, 100%). En
las gatas del grupo CLO se registrd aborto en un sélo animal (1/10, 10%). En ninguna
de las gatas del grupo PLA (0/10, 0%) se produjo interrupcion de la prefiez (P<0.0001).

El intervalo entre el inicio del TRT y el aborto en las gatas del grupo ALI fue de
4.1+0.31 d, presentaron una moderada descarga vaginal mucohemorrégica a los
4.0+0.29 d de iniciado el TRT. Mientras que la Unica gata del grupo CLO que aborté lo
hizo a los 5 d de iniciado el TRT, observando una moderada descarga vaginal
mucohemorrégica a los 3 d de iniciado el TRT.

Nueve gatas del grupo CLO vy la totalidad de las hembras del grupo PLA
llegaron al final de la gestacion. La duracion de la prefiez y el tamafio de camada fue
similar entre el grupo CLO y PLA (65.0+£0.46 vs. 65.2+0.44 d, P>0.76; 3.44+0.41 vs.
3.5£0.39, P>0.93). En ambos TRT se produjo el nacimiento de crias sanas,
obteniéndose el 100% de destete.

Los datos obtenidos en la evaluacion ultrasonografica mostraron que al inicio del
TRT (dia 0) no se observaron diferencias significativas en las mediciones del SG entre

los diferentes grupos (LON [P>0.22], ATP [P>0.88], TRV [P>0.11], pared del SG



93

[P>0.12], VSG [P>0.28] y DSG [P>0.24]). Sin embargo, en los dias subsiguientes (dia
2-10) en las gatas del grupo PLA se observo un mayor incremento en las mediciones del
SG (LON, ATP, TRV, VSG y DSG) en comparacion de las gatas del grupo ALl y CLO
(Figura 4.2.y 4.3.). Al evaluar la pared del SG, pudo determinarse que no se observaron
diferencias significativas del dia 0 al 3 de iniciado el TRT entre los grupos. Sin embargo
se observaron diferencias significativas en las gatas del grupo ALI y PLA en
comparacion de las hembras del grupo CLO, al dia 4 de iniciado el TRT (P>0.05;
Figura 4.3.). Los datos obtenidos en los registros ultrasonogréaficos del SG permitieron
detectar cambios relacionados con interrupcion media de la gestacion.

Al analizar las mediciones fetales se determind que al inicio del TRT (dia 0) no
se observaron diferencias significativas entre los diferentes grupos (LCC [P>0.70], DB
[P>0.06], DT [P>0.44]). En las gatas del grupo ALI no se observaron diferencias
significativas en la LCC, el DB y el DT en comparacion con las gatas del grupo CLO y
PLA del dia 1 al 4 de iniciado el TRT. En las gatas del grupo PLA se observd un mayor
incremento en las mediciones fetales (LCC, DB y DT) en comparacién de las hembras
del grupo ALl y CLO (Figura4.4.).

Durante el seguimiento ultrasonogréfico no se observaron diferencias
significativas en los MCF y FCF entre los grupos ALI, CLO y PLA ([MCF 1.0+0.33,
1.1+0.35, 1.1+0.35, P>0.96], [FCF 1.8+0.16, 2.0+0.17, 1.77+0.17, P>0.62];
respectivamente). Resultados similares se obtuvieron en el VVSG entre el grupo CLO y
PLA (1.5+0.29 vs. 1.7+0.29 P>0.59; respectivamente). En contraposicion se observaron
diferencias significativas en el VSG entre el grupo ALl y PLA (0.8+0.27 vs. 1.77£0.29,
P>0.02; respectivamente). Sin embargo no se observaron diferencias significativas en el
PFB entre las gatas del grupo ALI, CLO y PLA (3.6+0.46, 4.6+0.49, 4.6+0.49, P>0.20;

respectivamente).
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Figura4.3.  Cuadrados medios minimos y ES del VSG (mm® A) DSG (mm, B)
pared del SG (mm, C) durante el TRT con PLA, CLO (5ug/kg, tres dias
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Superindices difieren a P<0.05.
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Al analizar las concentraciones sericas de P, de las muestras obtenidas no se
observaron diferencias significativas al inicio del TRT (dia 0) entre el grupo ALI, CLO
y PLA (32.25+2.8, 32.2+2.96 y 32.96+2.8 ng/mL, P>0.99; respectivamente). En
contraposicion al finalizar el TRT con ALI y CLO pudo observarse que las
concentraciones de P, de ambos grupos de gatas eran significativamente diferentes a las
concentraciones de P4 de las hembras del grupo PLA (interaccion TRT-dia TRT CLO -
ALLI vs. PLA P<0.0001). La concentracién de P4 en las gatas del grupo ALI comienza a
ascender luego del inicio del TRT. En contraposicion en el grupo CLO desciende luego
de iniciado el TRT hasta el dia 3, momento en el cual comienza a ascender. Se
observaron diferencias significativas (dia 1 - 5) en las hembras del grupo ALI'y CLO en
comparacion a las gatas PLA. Al comparar las concentraciones de P4 al dia 8 de iniciado
el TRT se observa que no hay diferencias significativas entre las gatas del grupo ALI,
CLO y PLA (P>0.94; Figura 4.5.)

El ABC de la concentracion de P, fue menor en el grupo CLO que en el grupo
ALI y PLA durante los primeros 5 d posteriores al inicio de los TRT (67.55+£19.53 ng
d/mL vs. 171.86+18.53 ng d/mL, P<0.001). Mientras que el ABC de la concentracién
de P4 fue superior en el grupo ALI que en el grupo PLA durante los primeros 5 d
posteriores al inicio de los TRT (207.85+£18.53 ng d/mL vs. 135.88+18.53 ng d/mL,
P>0.01).

El ABC de la concentracion de P, fue menor en el grupo CLO que en el grupo
ALl y PLA durante los 5-7 d posteriores inicio de los TRT (31.02+7.34 ng d/mL vs.
55.95+7.15 ng d/mL, P<0.009). También el ABC de la concentracién de P, fue superior
en el grupo ALI que en el grupo PLA durante los 5-7 d posteriores al inicio de los TRT

(58.63+7.34 ng d/mL vs. 53.28+6.96 ng d/mL, P<0.60).
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Figura4.5.  Cuadrados medios minimos y ES de P4 (ng/mL) durante el TRT con
PLA, CLO (5ug/kg, tres dias consecutivos) o ALI (10 mg/kg, dos dias
consecutivos) a los 35-38 d de gestacion. Superindices difieren a P<0.05.

El intervalo fin de gestacion - estro fue similar en las gatas ALI, CLO y PLA

(34.445.84, 40.42+6.98, 43.3+5.84 d, P>0.55; respectivamente). La totalidad de las

gatas tratadas con ALl y CLO quedaron prefiadas en el primer servicio postratamiento.

Se realizaron controles ultrasonograficos semanales que permitieron comprobar un

desarrollo embrionario y fetal normal. Los partos fueron eutocicos en todos los

animales. La duracion de la gestacion y el tamafio de camada fue similar en el grupo

ALl y CLO (65.0+0.67 vs. 64.2+0.75 d, P>0.47; 2.6+0.22 vs. 2.5+0.25, P>0.77). En

ambos TRT se produjo el nacimiento de crias sanas, obteniéndose el 100% de destete.

Ninguno de los animales del grupo ALI y PLA presentd alteraciones detectables
en los exdmenes fisicos realizados durante el estudio. Diez a quince minutos luego de la
administracion de la droga se observaron algunos efectos colaterales (nauseas, vomitos,
diarrea, decaimiento, disminucién de la ingesta de alimento, vocalizaciones y taquipnea)

de grado leve en las gatas del grupo CLO.
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DISCUSION

De acuerdo con nuestra hipotesis, el ALI permitié interrumpir la gestacion
media en el 100% de las gatas tratadas. Nuestros hallazgos concuerdan con el trabajo
realizado por Fieni y col., (2006) quienes obtuvieron un 88.5% de abortos utilizando 15
mg/kg/sc al dia 33.3+4.2 de gestacion. Las diferencias encontradas en el porcentaje
abortos registrados entre los experimentos podrian relacionarse con la EG en la que se
implement6 el TRT, la dosis utilizada asi como a las diferencias en el numero de
animales incluidos en cada estudio.

En nuestro estudio, en las gatas del grupo ALI el intervalo entre el inicio de TRT
y el aborto fue de 4.1+0.31 d, presentando como Unica signologia clinica una leve
descarga vaginal mucohemorragica a los 4.0+0.29 d de iniciado el TRT. En
concordancia con nuestros resultados Fieni y col. (2006) observaron interrupcion de la
gestacion en el 50% de las hembras que abortaron, ocurriendo la misma luego de 3 d de
iniciado el TRT. Asi mismo se observ6 descarga vulvar hemorragica entre el dia 0y 7
de iniciado el TRT.

En contraposicion con nuestra hipoétesis, el CLO no resultd efectivo para
interrumpir la prefiez media en las hembras felinas. Este hecho podria estar relacionado
con la fuente de P, placentaria, la cual permitiria continuar la gestacién, produciendo el
nacimiento de crias a término, como ocurre en otras especies (vaca, oveja, yegua,
mujer), en las cuales el CL es responsable de la produccién inicial de P4. Sin embargo
mas tarde la placenta comienza a producir P4 (a partir del dia 150-250 en la vaca, 50 en
la oveja, 70 en la yegua y 60-70 en la mujer) convirtiéndose en una fuente central de
esta hormona para el mantenimiento de la prefiez (Senger, 2003; Thomas, 2007).
Recientemente Braun y col. (2012) y Siemieniuch y col. (2012) pudieron comprobar la

presencia de P4 y enzimas involucradas en la produccion de dicha hormona en el tejido
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placentario, hecho que confirmaria la existencia de una fuente adicional de P, la cual
seria capaz de contribuir el mantenimiento de la gestacion en la gata.

Nuestros resultados concuerdan con el estudio realizado por Nachreiner y
Marple, (1974) quienes comunicaron que no se produjo aborto en ninguna de las gatas
TRT con PGF,, natural antes del dia 40 de gestacion. Similares resultados obtuvieron
Baldwin y col. (2000) al administrar la misma droga a los 30 d de gestacién
comunicando que so6lo 1 de las 4 gatas tratadas abortd. En contraposicidén Verstegen y
col. (1993) al utilizar PG F,, natural al dia 33 de gestacion, comunicaron que todas las
gatas TRT abortaron. Asi mismo la administracion de CLO con CAB logré interrumpir
la gestacion en la totalidad de las gatas TRT al dia 30 de gestacion (Onclin y Verstegen,
1997). Estos resultados concuerdan con los comunicados por Eriinal-Maral y col. (2004)
en el cual todas las gatas TRT con CAB vy alfaprostol entre los 25 y 40 d de gestacion
abortaron entre 6.2£1.9 d de iniciado el TRT. Las diferencias encontradas en el
porcentaje de interrupcion de la gestacion registrados entre los experimentos podrian
relacionarse con la EG en la que se implement6 el TRT, con las diferencias en el
ndmero de animales incluidos en cada estudio, asi como también a la utilizacion de
CAB con CLO. La accion de CAB, al diminuir la concentracion de PRL sérica, evita la
accion luteotrofica de esta hormona sobre el CL volviéndolo més sensible a la accion
luteolitica del CLO hecho que podria explicar las diferencias entre los resultados
observados entre los dos experimentos.

Todas las gatas del grupo PLA presentaron un desarrollo embrionario-fetal
normal y parto eutdcico, produciéndose el nacimiento de crias sanas y obteniéndose el
100% de destete. Nuestros resultados concuerdan con los comunicados por Fieni y col.

(2006), quienes registraron gestaciones de 62+1.2 d.
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En la mayoria de los estudios en los que se administran drogas para interrumpir
la gestacion no se realiza un seguimiento ultrasonografico. Si bien algunos autores
utilizaron la ultrasonografia para registrar solo la ocurrencia de la interrupcion de la
gestacion, en ningun trabajo se comunico un seguimiento ultrasonografico durante el
TRT, teniendo en cuenta que éste método complementario resulta de gran utilidad, ya
que permite ver y monitorear a los fetos, evaluar la viabilidad y valorar el riesgo de
pérdida gestacional. Los resultados obtenidos permitieron detectar cambios relacionados
con interrupcion media de la gestacion y evaluar la ocurrencia 0 no de una gestacion
normal.

El PBF fue utilizado en mujeres gestantes de alto riesgo, permitiendo estimar y
disminuir la mortalidad y morbilidad perinatal. En contraposicion en nuestro trabajo el
PBF no permitié identificar cambios relacionados con la interrupcion de la gestacion
media. Las diferencias encontradas podrian estar relacionadas con el numero de
observaciones realizadas, ya que probablemente un seguimiento realizando
observaciones con lapsos de tiempo menores entre una y otra permitiria identificar
cambios relacionados a la pérdida de la viabilidad. Otro motivo podria ser el nimero de
fetos, ya que los estudios realizados en mujeres comunican gestaciones simples de
manera opuesta en nuestro trabajo la totalidad de las gatas presentaron prefieces
maultiples.

Al analizar las concentraciones de P, de las gatas del grupo ALI pudo observarse
que dichos niveles comienzan a ascender luego de iniciado el TRT, llegando a
concentraciones superiores a las observadas en las gatas PLA y CLO el dia 7
postratamiento. Mientras que a los 8 d del inicio del TRT, las concentraciones de P4
retornan a las concentraciones pretratamiento, siendo las mismas semejantes a las gatas

PLA y CLO. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en el capitulo Ill. En
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contraposicion con nuestros resultados Fieni y col. (2006) no observaron diferencias
significativas en las concentraciones séricas de P, entre las gatas tratadas y controles en
el periodo comprendido entre el inicio del TRT (dia 33 de gestacion) y 120 h
postratamiento, observandose en gatas ALI concentraciones de P, inferiores a las
controles. Las concentraciones séricas de P4 alcanzaron concentraciones maximas a las
60 h postadministracion de la droga, ocurriendo la interrupcion de las gestacion con
niveles elevados de P4, mientras que 30 h postaborto se registré un descenso de la
misma (Fieni y col., 2006).

De manera opuesta a los resultados obtenidos en las gatas ALI, en las hembras
tratadas con CLO, se observo que la P, sérica descendié luego de iniciado el TRT,
evidenciandose diferencias significativas al comparar las concentraciones séricas de Py
con el grupo ALI y PLA. Los niveles de P, continuaron descendiendo sin llegar a
concentraciones basales. Sin embargo a partir del dia 4 de iniciado el TRT las
concentraciones séricas de P, comenzaron a ascender, para alcanzar concentraciones
semejantes a las gatas PLA 8 d después del inicio del TRT. El descenso de la Py
observado inmediatamente después del TRT con CLO concuerda con los resultados
obtenidos por Shille y Stabenfeldt (1979) quienes observaron una depresion de la
funcién ldtea, observando una disminucion de la concentracion de P, al administrar
PGF en gatas que presentaban entre 21- 25 d de pseudoprefiez. Si bien en nuestro
trabajo se observo el aumento de los niveles de P, a los 4 d de iniciado el TRT, Shille y
Stabenfeldt (1979) registraron valores basales de P4 entre los 5y 11 d de finalizado el
TRT, lo cual podria estar relacionado con la menor resistencia del CL de la
pseudoprefiez. Asi mismo el incremento de los niveles de P4y el desarrollo completo de
la gestacion podria estar relacionado con los hallazgos de Braun y col. (2012) y

Siemieniuch y col. (2012) quienes pudieron comprobar la presencia de P, y enzimas
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involucradas en la produccién de dicha hormona en el tejido placentario, confirmando la
existencia de una fuente adicional de P, capaz de mantener la gestacion.

En concordancia con nuestros resultados, Verstegen y col, (1993) comunicaron
un descenso de los niveles de P4 en plasma a las 24 h de haber administrado PGF,,, sin
embargo en su estudio todas las gatas abortaron. Resultados similares comunicaron
Eriinal-Maral y col. (2004) y Onclin y Verstegen (1997) al utilizar protocolos
combinados de CAB junto con PG sintética, en el cual comunicaron un descenso de las
concentraciones de P4 plasmatica, y valores basales el dia del aborto.

En nuestro estudio pudimos observar que durante los primeros 5 d posteriores al
inicio del TRT, se produjo una reduccion del 50% de la concentracién de P4 en el grupo
CLO y un aumento del 53% de la concentracion de P4 en el grupo ALI comparado con
el grupo PLA. Durante el periodo del dia 5-7 posterior al TRT, se produjo una
reduccion del 42% de la concentracion de P4 en el grupo CLO y un aumento del 10% de
la concentracion de P4 en el grupo ALI comparado con el grupo PLA.

En nuestro trabajo todas las gatas tratadas retornaron al estro luego del TRT. En
ninguna de las hembras del grupo ALI y CLO se vio afectada la fertilidad, todas las
hembras quedaron prefiadas en el primer servicio postratamiento, se produjo un
desarrollo embrionario-fetal normal y parto eutdcico. En todas las hembras felinas se
produjo el nacimiento de crias sanas, obteniendose el 100% de destete. En concordancia
con nuestros resultados, Shille y Stabenfeldt (1979) comunicaron que en las gatas que
habian sido tratadas con PG durante los 21-25 d de pseudoprefiez, el 87.5% de las gatas
quedaron prefiadas y parieron crias a término. Resultados similares comunicaron Fieni y
col. (2006), quienes observaron que todas las gatas tratadas retornaron al estro, un 77%
quedaron prefiadas en el celo posterior al aborto y un 10% en el segundo celo (Fieni y

col., 2006). De manera similar la fertilidad de las gatas no se vio afectada luego del
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TRT combinado con CAB y CLO (Onclin y Verstegen 1997). Sin embargo sélo el 33%
de las gatas quedaron prefiadas luego de utilizar un TRT combinado con CAB y
alfaprostol (Eriinal-Maral y col., 2004).

Se ha demostrado que las PG sintéticas son mas potentes que la PG natural.
Segun la potencia, la dosis recomendada para la PG sintética es menor que la PG
natural, asi mismo se ha observado que se reducen los efectos colaterales (Wanke y col.,
2002). En nuestro trabajo las gatas tratadas con CLO presentaron los efectos colaterales
comunicados en asociacion a la administracion de PG de intensidad leve (Wanke y col.,
2002). Se ha informado que los efectos secundarios de la PG dependen de la dosis y se
ha comunicado en la perra que disminuyen con la administracion de dosis repetidas de
la droga. Se recomienda comenzar con una dosis baja, aumentando paulatinamente
hasta llegar a las dosis mas altas después de 2-3 d de TRT (Verstegen y col., 2008). El
mismo protocolo podria ser utilizado en gatas para reducir los efectos secundarios
asociados a la administracion de PG. En contraposicion no se evidenciaron efectos
colaterales en ninguno de los animales tratados con ALI, sin embargo en el estudio
realizado por Fieni y col. (2006) un pequefio nimero de gatas presentd inflamacién en
el sitio de inyeccion, mientras que 4 gatas manifestaron periodos de anorexia, depresion,

agitacion y diarrea en los primeros 7 d de iniciado el TRT.

CONCLUSION
Podemos concluir que el CLO no resulto efectivo, pero el ALI si resulto efectivo
para interrumpir la gestacion en las gatas entre 35 y 38 d de prefiez. Las gatas tratadas
con ALI no presentaron efectos colaterales, en contraposicion las hembras CLO

presentaron efectos colaterales de grado leve.
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Asi mismo los datos obtenidos en los registros ultrasonograficos de las
mediciones realizadas a los SG y fetos mostraron diferencias entre los grupos
permitiendo detectar cambios relacionados con interrupcion media de la gestacion. Es
asi que el seguimiento ultrasonografico durante el TRT permitio evaluar el desarrollo
fetal normal o anomalo. Sin embargo el PBF no permitié identificar cambios
relacionados con la interrupcion de la gestacion media.

Los resultados obtenidos muestran que la administracion de ALl y CLO durante
la gestacion media en la gata permiten conservar la fertilidad postratamiento, por tal
motivo dichas drogas pueden ser usadas sin poner en riesgo la salud reproductiva de los

animales tratados.
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CONCLUSIONES GENERALES

De los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis surge la observacion
de que los parametros ultrasonograficos estudiados (DB, DSG, LON, VSG, TRV, DT,
ATP, LCC, pared del SG) pueden ser utilizados para el calculo de la EG de la gata
doméstica. Este hecho queda demostrado por las altas correlaciones entre las
mediciones del SG y mediciones fetales, asi como los altos r* obtenidos de los
polinomios surgidos entre el DG y mediciones del SG y entre DG y las mediciones
fetales. Asi mismo pudo observarse que existe una alta correlacion entre el DG y la
concentracion sérica de P4, lo cual nos permite relacionar las fluctuaciones de dicha
hormona con la EG. Estos hallazgos resultan de suma utilidad en la clinica reproductiva
diaria en el seguimiento clinico, ultrasonogréafico y endocrinolégico de la gestacion en
la gata doméstica.

Los estudios de interrupcion de la gestacion demostraron que el uso de CLO no
resultd efectivo, pero el ALI si resultd efectivo para interrumpir la prefiez en gatas que
presentaban entre 21-22 y 35-38 d de gestacion. Las gatas tratadas con CLO presentaron
leves efectos colaterales con posterioridad a la administracién de dicha droga, en
contraposicion con las gatas tratadas con ALI que no presentaron efectos colaterales. El
seguimiento ultrasonogréafico durante el TRT brindd la posibilidad de apreciar cambios
en la morfologia de los SG vy fetos, lo que permitié estimar la viabilidad embrionaria-
fetal y valorar el riesgo de pérdida gestacional. Los mencionados hallazgos permitieron
evaluar la ocurrencia o no de una gestacion normal y detectar cambios relacionados con
interrupcién temprana y media de la gestacién. Asi mismo pudo observarse que el ALI
y CLO permiten conservar la fertilidad postratamiento, por tal motivo dichas drogas
pueden ser usadas sin poner en riesgo la salud reproductiva de los animales tratados.

Los datos obtenidos muestran que cambios ultrasonograficos del SG y de los fetos
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permitirian estimar en forma temprana el riesgo de pérdida gestacional en felinos. Asi

mismo, ambas drogas pueden ser usadas sin afectar la fertilidad posterior de la hembra.
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Valores esperados a partir de las ecuaciones de regresion multiple de los parametros del
saco gestacional evaluados durante el seguimiento ultrasonograficos del dia 21 al 63 de

gestacion.
Pardmetros ultrasonogréficos del saco gestacional
DGWY LON® ATP® TRV® VvsG® DSG® Pared del SG™
21 15.97 13.77 15.61 1022.24 15.19 2.38
22 18.60 14.46 17.04 1248.41 16.77 2.52
23 21.16 15.15 18.43 2541.88 18.30 2.66
24 23.66 15.81 19.79 3835.36 19.80 2.79
25 26.09 16.46 21.09 5128.84 21.26 2.92
26 28.46 17.10 22.36 6422.32 22.68 3.05
27 30.76 17.73 2359 7715.80 24.05 3.17
28 33.00 18.34 24.77 9009.28 25.39 3.28
29 35.17 18.93 25.92 10302.75 26.69 3.39
30 37.28 19.52 27.02 11596.23 27.95 3.49
31 39.32 20.08 28.08 12889.71 29.17 3.59
32 41.29 20.64 29.10 14183.19 30.35 3.69
33 43.20 21.18 30.08 15476.67 31.49 3.78
34 45.04 21.70 31.01 16770.15 32.59 3.86
35 46.82 22.21 31.91 18063.63 33.66 3.94
36 48.54 22.71 32.76 19357.10 34.68 4.02
37 50.18 23.20 33.57 20650.58 35.66 4.09
38 51.77 23.66 34.35 21944.06 36.60 4.15
39 53.28 24.12 35.07 23237.54 37.51 421
40 54.73 24.56 35.76 24531.02 38.37 4.27
41 56.12 24.99 36.41 25824.50 39.19 4.32
42 57.44 25.40 37.01 27117.98 39.98 4.37
43 58.70 25.80 37.58 28411.45 40.72 4.41
44 59.89 26.19 38.10 29704.93 41.43 4.44
45 61.01 26.56 38.58 30998.41 42.09 4.48
46 62.07 26.91 39.02 32291.89 42.72 4.50
47 63.06 27.26 39.42 33585.37 43.30 452
48 63.99 27.58 39.78 34878.85 43.85 4.54
49 64.86 27.90 40.09 36172.32 44.36 4.55
50 65.65 28.20 40.37 37465.80 44.83 4.56
51 66.39 28.49 40.60 38759.28 45.25 4.56
52 67.05 28.76 40.79 40052.76 45.64 4.56
53 67.65 29.02 40.94 41346.24 45.99 4.56
54 68.19 29.26 41.05 42639.72 46.30 4.54
55 68.66 29.49 41.12 43933.20 46.57 453
56 69.07 29.71 41.14 45226.67 46.80 451
57 69.41 29.91 41.13 46520.15 46.99 4.48
58 69.68 30.10 41.07 47813.63 47.14 4.45
59 69.89 30.27 40.97 49107.11 47.25 4.41
60 70.03 30.43 40.83 50400.59 47.32 4.37
61 70.11 30.58 40.65 51694.07 47.35 4.33
62 70.12 30.71 40.43 52987.55 47.35 4.28
6 70.07 30.82 40.16 54281.02 47.30 4.22

3
UDG: Dia de gest

Pared del Saco gestacional

acion, PLON: Longitudinal, ®ATP: Anteroposterior, TRV: Transversal,
®\/SG: Volumen del Saco Gestacional, ®DSG: Diametro del Saco Gestacional, ”Pared del SG:
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Valores esperados a partir de las ecuaciones de regresion multiple de los pardmetros
fetales evaluados durante el seguimiento ultrasonogréficos del dia 35 al 63 de gestacion.

Pardmetros ultrasonogréficos fetales

DG® Lcc?® DB® DT
35 31.70 10.07 11.33
36 33.57 10.53 12.49
37 35.38 10.98 13.61
38 37.13 11.43 14.71
39 38.82 11.89 15.78
40 40.45 12.34 16.82
41 42.03 12.80 17.83
42 43.54 13.25 18.81
43 45.00 13.70 19.76
44 46.39 14.16 20.69
45 47.73 14.61 21.59
46 49.01 15.07 22.46
47 50.22 15.52 23.30
48 51.38 15.97 24.11
49 52.48 16.43 24.89
50 53.52 16.88 25.65
51 54.50 17.34 26.38
52 55.43 17.79 27.08
53 56.29 18.24 27.75
54 57.09 18.70 28.39
55 57.84 19.15 29.00
56 58.52 19.60 29.59
57 59.15 20.06 30.14
58 59.72 20.51 30.67
59 60.22 20.97 31.17
60 60.67 21.42 31.64
61 61.06 21.87 32.09
62 61.39 22.33 32.50

61.66 22.78 32.89

63
WDG: Dia de gestacién, @ LCC: Lo
Diadmetro Transverso abdominal.

ngitud craneo-caudal, ®DB: Diametro Biparietal, ’DT:
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