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VARIACIÓN DE LA PEROXIDACIÓN LIPÍDICA SEGÚN 
LA COMPOSICIÓN DE ÁCIDOS GRASOS DE 

MICROSOMAS HEPÁTICOS DE AVES
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Científicas de la Pcia de Buenos Aires (CIC)

RESUMEN: En este trabajo se estudió la composición de ácidos grasos de microsomas hepáti-
cos de pato, codorniz y pollo y se analizó su comportamiento durante la peroxidación lipídica. 
La composición de ácidos grasos varió entre las diferentes especies, los microsomas de pato 
presentaron mayor contenido de ácidos grasos polinosaturados, principalmente ácidos ara-
quidónico (C20:4 n6) y docosahexahenóico (C22:6 n3), mientras que en codornices y pollos 
el contenido de ácido palmitoléico (C16:1 n7) y ácido oléico (C18:1 n9) fue significativamente 
mayor. Se incubaron microsomas hepáticos de las diferentes especies en un sistema no en-
zimático en presencia de ascorbato-Fe++, solo los microsomas obtenidos de hígado de pato 
mostraron un incremento en la quimioluminiscencia (emisión lumínica), mientras que el aná-
lisis de la composición de ácidos grasos permitió observar correlativamente una disminución 
significativa de los ácidos grasos polinosaturados. Los resultados muestran una estrecha 
relación entre la composición microsomal de ácidos grasos (porcentaje de ácidos grasos po-
linosaturados) y los valores de quimioluminiscencia obtenidos durante la lipoperoxidación 
�n v�tro. De las muestras evaluadas solo los microsomas de pato resultan sensibles a la 
lipoperoxidación, a diferencia de los de pollos y codornices. Estos resultados son similares 
con los de otros trabajos en los que se informa que las diferentes especies aviares poseen 
una variada susceptibilidad a tóxicos que tienen la habilidad de generar radicales libres (por 
ejemplo, la aflatoxina B1). 

PALAbRAS CLAVE: Perox�dac�ón l�píd�ca, M�crosomas, Ác�dos grasos, Aves, Aflatoxina 
B1

LIPID PEROXIDATION VARIATION ACCORDING TO 
FATTY ACIDS COMPOSITION OF HEPATIC 

MICROSOMES OBTAINED FROM POULTRY SPECIES

AbSTRACT: Studies were done to analyze the fatty acid composition and sensitivity to lipid 
peroxidation of hepatic microsomes from duck, quail and chicken. Fatty acid profiles differed 
among species. Duck microsomes had significantly higher content of polyunsaturated fatty 
acids, especially arachidate (C20:4 n6) and docosahexahenoate (C22:6 n3). Palmitoleate 
(C16:1 n7) and oleate (C18:1 n9) was significantly higher in quails and ducks. Lipid peroxi-
dation were induced with ascorbate-Fe2++ and determined by the increase in light emission 
through chemiluminiscence. Only duck membranes were successfully peroxidized. Moreover, 
duck microsomes decreased its polyunsaturated fatty acids content after lipid peroxidation. 
The results indicate a close relationship between tissue sensitivity to lipid peroxidation �n 
v�tro and polyunsaturated fatty acid concentration. Duck microsomes were very sensitivity to 
lipid peroxidation in contrast to chicken and quail microsomes. This coincides with the wide 
in vivo susceptibility reported for substances that have the ability of originating free radicals 
(for example aflatoxine B1).

KEY WORDS: Lipid peroxidation, Microsomes, Fatty acids, poultry, aflatoxine B1
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INTRODUCCIÓN
La degenerac�ón ox�dat�va de los ác�dos 

grasos �nsaturados presentes en las membranas 
b�ológ�cas puede �n�c�arse por la presenc�a de 
rad�cales l�bres y poster�ormente cont�nuar con 
una reacc�ón en cadena que conduce a perox�-
dac�ón l�píd�ca (1). Aunque la reducc�ón b�ológ�ca 
de oxígeno molecular es la pr�nc�pal vía para 
el desarrollo de rad�cales l�bres, éstos pueden 
tamb�én formarse durante el metabol�smo de quí-
m�cos carc�nogén�cos (2). Rec�entemente ha s�do 
confirmada la capacidad de la aflatoxina B1 para 
generar este tipo de reacciones (3). La aflatoxina 
B1 es una m�cotox�na fuertemente hepatotóx�ca 
produc�da por los hongos Aspergillus flavus y A. 
parasiticus. Estos hongos pueden contam�nar 
al�mentos de consumo an�mal y bajo cond�c�ones 
amb�entales aprop�adas produc�r la menc�onada 
tox�na (4). Las aves son espec�es con una var�a-
da susceptibilidad a la aflatoxina B1. Los patos 
y pavos son altamente suscept�bles, los pollos 
part�cularmente res�stentes y las codorn�ces 
presentan una suscept�b�l�dad �ntermed�a (5). Es 
probable que además de la act�vac�ón metaból�ca 
de la aflatoxina B1 (6) existan otros factores que 
expl�quen esta d�versa suscept�b�l�dad. Se sabe 
que la cant�dad de ác�dos grasos pol�nosaturados 
de cadena larga presentes en las membranas 
b�ológ�cas de d�ferentes espec�es pueden var�ar, 
lo cual las haría más o menos suscept�bles a la 
perox�dac�ón (7). Pos�blemente ex�sten d�ferenc�as 
en la peroxidación y perfil de ácidos grasos de 
membranas b�ológ�cas entre d�versas espec�es de 
aves, lo que haría que la suscept�b�l�dad a agentes 
prooxidantes, como la aflatoxina B1, varíe in vivo. 
El propós�to de este estud�o es establecer poten-
c�ales d�ferenc�as entre aves (patos, codorn�ces 
y pollos) en la compos�c�ón de ác�dos grasos de 
membranas m�crosomales hepát�cas, así como la 
sens�b�l�dad de estas fracc�ones a la l�poperox�-
dac�ón in vitro �n�c�ada por la ad�c�ón de ascorbato 
en presenc�a de oxígeno e h�erro. 

MATERIALES Y MÉTODOS
Obtención de microsomas 

Se selecc�onaron tres aves adultas de cada 
una de las s�gu�entes espec�es: pollo de engorde 
(Gallus domesticus), codorn�z japonesa (Coturnix 
japónica) y pato (Cairina moschata). Luego de 
sacrificar los animales, por dislocación cervical, 
se remueven los hígados, se pesan y se cortan en 
pequeños trozos , se lavan con soluc�ón 0,15 M 
NaCl. La homogene�zac�ón se real�za con soluc�ón 
0,25 M sacarosa, 0,01M Tr�s HCl pH 7,4. Este 
proced�m�ento se lleva a cabo con un homogene�-
zador Potter Elvejhem. Estos homoge-ne�zados se 
centr�fugan a 3000 rpm 10 m�n, obten�éndose un 
pellet que contendrá células rotas, núcleos y un 
sobrenadante que poster�ormente se centr�fuga 
a 13.500 rpm 10 m�n. Se obt�ene un pellet de 

m�tocondr�as y un sobrenadante postm�tocon-
dr�al que se apl�ca a columnas de Sepharosa 4B 
(buffer de elus�ón Tr�s HCl 0,01 M, pH 7,4) para 
separar mater�al part�culado (m�crosomas) de 
la fracc�ón soluble (c�tosol). Las operac�ones se 
real�zan a 4 °C.

Determinación de proteínas
Se determ�nan según el método descr�pto 

por Lowry y col.(10)

Peroxidación de microsomas
La perox�dac�ón de las membranas se rea-

l�za en un s�stema in vitro, no enz�mát�co a 37 °C 
con buffer fosfato 0,01M pH 7,4, ascorbato 0,4 
mM, volumen final 2 ml, se utilizan microsomas 
control a los que no se les agrega ascorbato. 
La em�s�ón lumín�ca se determ�na durante 180 
m�nutos. La qu�m�olum�n�scenc�a se m�de cada 
10 m�nutos y es reg�strada como cuentas por 
m�nuto (cpm) en un contador de centelleo líqu�do 
Packard 1900 TR.

 
Separación de lípidos de membrana 

Los líp�dos de las d�ferentes muestras 
se extraen por el método de Folch (cloroformo 
metanol 2:1 v/v) (11) con BHT 0,01 % como an-
t�ox�dante. 

Interesterificación y análisis del conteni-
do de ác�dos grasos por cromatografía gaseosa 
computar�zada

Los ác�dos grasos se transmet�lan con F3B 
en metanol a 65 °C por 3 h. Los ésteres de ác�-
dos grasos se anal�zan en un cromatógrafo de 
gas (Sh�madzu Kyoto, Japón) equ�pado con una 
columna (1.80m x 4 mm �.d.) GP 10 % DEGS-PS 
on 80/100 Supelcoport. N�trógeno se usa como 
gas carr�er. Las temperaturas del �nyector y el 
detector son manten�das a 250 °C, la temperatura 
de la columna a 200 °C. Los p�cos obten�dos se 
comparan con los t�empos de retenc�ón de los 
standard. El índ�ce de �nstaurac�ón (UI) fue cal-
culado de acuerdo a: UI=∑ (porcentaje de ác�do 
graso) ´ (número de dobles enlaces).

Análisis estadístico
Los datos fueron anal�zados a través de la 

prueba t- Student para determ�nar d�ferenc�as 
significativas entre las fracciones microsomales 
perox�dadas y las no perox�dadas. Igualmente 
fue desarrollado un ANOVA para reconocer la 
presencia de diferencias significativas en el perfil 
de ác�dos grasos entre espec�es. 

RESULTADOS 
Composición de ácidos grasos de mi-
crosomas no peroxidados

En los m�crosomas hepát�cos no somet�dos 
a perox�dac�ón in vitro de las tres espec�es de 
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aves evaluadas, ex�ste una proporc�ón s�m�lar 
de ác�dos grasos saturados (42 - 47 %) y de no 
saturados (53 -56 %) (Tabla 1). S�n embargo, s� 
se anal�za el grupo de los ác�dos grasos no satu-
rados, puede observarse que el pato posee mayor 
porcentaje de ác�dos pol�enól�cos, m�entras que 
el pollo y la codorn�z t�enen mayormente ác�dos 
monoenól�cos. Así, las membranas m�crosomales 
hepát�cas de los patos presentan una proporc�ón 
significativamente mayor de ácidos grasos polino-
saturados, en espec�al C20:4 n6 y C22:6 n3 con 
respecto a las de codorn�ces y pollos (F�gura 1). 
Por lo tanto el UI de los líp�dos de las membra-
nas m�crosomales de patos es super�or en un 34 
y 41 % en relac�ón con el de codorn�ces y pollos 
respectivamente, diferencia con significancia 
estadíst�ca (F�gura 2). Como se menc�onó otra 
diferencia significativa observada se aprecia en el 
porcentaje de ác�do mono-�nsaturados palm�tolé�-
co (C16:1 n7) y olé�co (C18:1 n9), que fue mayor 
en las membranas m�crosomales de codorn�z y 
pollo en relac�ón con las de pato (F�gura 3).

Composición de ácidos grasos en mi-
crosomas peroxidados

Una vez somet�dos a perox�dac�ón in vitro 
los m�crosomas hepát�cos de pato, se observó que 
la proporc�ón de ác�dos grasos pol�nosaturados 
con respecto al control de la m�sma espec�e d�s-
minuyó en un 54 %. Esta variación significativa 
ocurr�ó part�cularmente por una reducc�ón del 38 
y 73 % en la proporc�ón de los ác�dos olé�co (18:1 
n9) y araqu�dón�co (20:4 n6), respect�vamente. 
Así m�smo en esta espec�e, el UI d�sm�nuyó un 39 
% en los m�crosomas de los an�males somet�dos 
a perox�dac�ón con respecto a los m�crosomas 
control (Tabla 1). En las muestras evaluadas de 
pollos y codorn�ces no se observaron d�ferenc�as 
significativas en la proporción de ácidos grasos 
entre los m�crosomas control y los que fueron 
perox�dados.

Quimioluminiscencia
La d�ferenc�a en la perox�dac�ón de las 

membranas m�crosomales de pato fue estadís-
ticamente significativa al comparar las muestras 
control y las �ncubadas en presenc�a de ascor-
bato. La em�s�ón lum�n�ca fue 3,5 veces super�or 
en los m�crosomas perox�dados de los patos, 
m�entras que en los de codorn�ces y pollos no se 
presentaron var�ac�ones �mportantes en la qu�-
m�o-lum�n�scenc�a entre las muestras control y 
las perox�dadas (F�gura 4). 

DISCUSIÓN
Esta �nvest�gac�ón evaluó la suscept�b�l�dad 

a la perox�dac�ón l�píd�ca presente en las mem-
branas m�crosomales hepát�cas de pato, codorn�z 
y pollo; así como el perfil de ácidos grasos de estas 
fracc�ones y su var�ac�ón deb�da a la perox�dac�ón 

�nduc�da por ascorbato y Fe++. 
A pesar de que la compos�c�ón de ác�dos 

grasos �nsaturados de los m�crosomas hepát�cos 
control de las aves evaluadas en este estud�o fue 
s�m�lar, se observaron d�ferenc�as en el conten�do 
de los ác�dos grasos pol�nosaturados entre espe-
c�es. Los patos presentaron 2 y 2,8 veces mayor 
conten�do de estos ác�dos que pollos y codorn�ces, 
respect�vamente. Esto obedece a la presenc�a de 
un mayor conten�do de ác�do araqu�dón�co (C20:4 
n6) y docosahexanó�co (C22:6 n3) en las membra-
nas m�crosomales de los patos. A pesar de no ser 
regla general (10), algunos estud�os han demos-
trado que el grado de �nsaturac�ones presentes 
en los fosfolíp�dos de membrana determ�na el 
n�vel de l�popero-x�dac�ón de las m�smas (11). Los 
resultados de la presente �nvest�gac�ón respaldan 
esta hipótesis ya que un contenido significativa-
mente mayor de ác�dos grasos pol�nosaturados 
presente en las membranas m�crosomales he-
pát�cas de patos, en relac�ón con codorn�ces y 
pollos, está acompañado por una mayor em�s�ón 
lum�n�ca de los m�crosomas control con respecto 
a los somet�dos a perox�dac�ón. En concordanc�a 
con estos hallazgos, en los m�crosomas de pollo 
y codorn�z, se observa un mayor conten�do de 
ác�dos mono�nsaturados, menos suscept�bles de 
ser perox�dados.

Ad�c�onalmente, se observa una d�sm�nu-
ción significativa en el contenido de ácidos grasos 
pol�nosaturados de los m�crosomas perox�dados 
con respecto a los control, lo cual se relac�ona 
d�rectamente con la l�poperox�dac�ón observada 
en esta espec�e. Hallazgos s�m�lares han s�do re-
portados por Gut�errez et al. (12) qu�enes tamb�én 
demuestran una d�sm�nuc�ón en el conten�do de 
C20:4 n6 y C22:6 n3 en membranas hepát�cas 
de pato perox�dadas, con respecto a las no pe-
rox�dadas. 

En las membranas b�ológ�cas de d�ferentes 
espec�es de aves se ha reportado un alto porcenta-
je en el conten�do de C18:1 n9 (12,13), �gualmente 
predom�nante en los m�crosomas hepát�cos aquí 
evaluados. S�n embargo, ex�ste un conten�do 
significativamente menor de este ácido graso en 
los m�crosomas de patos. La presenc�a predom�-
nante de este ác�do graso mono-�nsaturado en las 
fracc�ones hepát�cas de codorn�ces y pollos puede 
contr�bu�r con la ausenc�a de l�poperox�dac�ón 
reg�strada en los m�crosomas de estas espec�es, 
s�tuac�ón opuesta a lo ocurr�do con los patos.

Las espec�es react�vas de oxígeno con ca-
pac�dad de �nduc�r la l�poperox�dac�ón, son en 
su mayoría or�g�nadas a part�r de la reducc�ón 
de oxígeno molecular (14), s�n embargo, durante 
el metabol�smo de c�ertos xenob�ót�cos, pueden 
or�g�narse estos productos (15). Por lo tanto, los 
resultados de esta investigación podrían reflejar 
la acc�ón de sustanc�as tóx�cas con capac�dad de 
provocar estrés ox�dat�vo.
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Tabla 1. Compos�c�ón de ác�dos grasos de líp�dos totales de m�crosomas hepát�cos de pato, pollo y 
codorn�z.

Los datos muestran el porcentaje del conten�do total de ác�dos grasos, expresados como el promed�o ± D.S. de 3 �nd�v�duos. 
Las diferencias significativas entre el grupo control y el peroxidado de cada una de las especies estudiadas se indica por * 
(P<0.05).

Se ha reconocido que la aflatoxina B1, toxi-
na ante la cual las espec�es presentan una var�a-
da suscept�b�l�dad in vivo, es capaz de ocas�onar 
la formac�ón de l�poperóx�dos (3, 16, 17). En esta 
�nvest�gac�ón se observa que los m�crosomas 
hepát�cos de pato, espec�e altamente sens�ble a 
la aflatoxina B1, tienen una mayor tendencia a 
ser l�poperox�dados en relac�ón con los de pollo 
y codorn�z, espec�es con mayor res�stenc�a a la 
menc�onada tox�na.

Es posible que el diferente perfil de ácidos 
grasos de las espec�es y su capac�dad de ser pe-
rox�dados sea un elemento clave en determ�nar 
la suscept�b�l�dad a sustanc�as tóx�cas que, como 
la aflatoxina B1, tienen la capacidad de generar 
estrés ox�dat�vo. En futuras �nvest�gac�ones, 
deberían ser evaluados otros mecan�smos de 
protecc�ón contra rad�cales l�bres presentes en 

d�ferentes espec�es de aves que puedan estar 
contr�buyendo con la var�ada suscept�b�l�dad a la 
l�poperox�dac�ón. Igualmente, podrían emplearse 
reconoc�das sustanc�as tóx�cas generadoras de 
rad�cales l�bres para �nduc�r la l�poperox�dac�ón 
de membranas y de esta manera eluc�dar con 
mayor certeza el mecan�smo de acc�ón de este 
t�po de quím�cos. 
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Figura 1. Compos�c�ón de ác�dos grasos pol�-
nosaturados de m�crosomas hepát�cos control 
de d�ferentes aves. Los resultados se expresan 
como el promed�o ± D.S. de tres �nd�v�duos. Las 
diferencias estadísticamente significativas entre 
las aves están �nd�cadas por d�ferentes letras 
(P< 0.05). 

Figura 2. Índ�ce de �nstaurac�ón (UI) de  los 
líp�dos de membranas m�crosomales hepát�cas 
perox�dadas y no perox�dadas de d�ferentes aves. 
Los resultados se expresan como el promed�o ± 
D.S. de tres �nd�v�duos. Las d�ferenc�as estadís-
ticamente significativas entre las membranas 
control y las peroxidadas se indican por * y las 
presentes entre los m�crosomas control de pato, 
pollo y codorn�z se �nd�can por letras d�ferentes 
(P<0,05). 

Figura 3. Compos�c�ón de ác�dos grasos mono-
�nsaturados de m�crosomas hepát�cos control 
de d�ferentes aves. Los resultados se expresan 
como el promed�o ± D.S. de tres �nd�v�duos. Las 
diferencias estadísticamente significativas entre 
las aves están �nd�cadas por d�ferentes letras 
(P< 0.05). 

Figura 4. Perox�dac�ón l�píd�ca de m�crosomas 
hepát�cos de d�ferentes aves. La qu�m�olum�s-
cenc�a fue determ�nada durante un período de 
180 m�nutos y reg�strada como cuentas por m�-
nuto (cpm) cada 10 m�nutos. La suma del total 
de qu�m�olum�n�scenc�a fue usada para calcular 
cpm/mg de proteína. Los resultados se expresan 
como el promed�o ± D.S. de tres �nd�v�duos. Las 
diferencias estadísticamente significativas entre 
el control y los perox�dados están �nd�cadas por 
* (P<0,05).  
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ALTERACIONES OXIDATIVAS Y DAÑO EN EL ADN EN BOVINOS 
CON HIPOCUPROSIS
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RESUMEN: La hipocuprosis bovina es una de las principales enfermedades nutricionales 
que afectan al ganado en pastoreo. Observaciones preliminares realizadas en bovinos hi-
pocuprosos sugieren que el daño en la molécula de ADN podría ser una de las primeras con-
secuencias de la enfermedad. Dicho efecto podría verse relacionado con una disminución de 
la capacidad orgánica antioxidante. El presente trabajo pretende establecer la existencia y 
precocidad de aparición del daño en el ADN (medido mediante el empleo del ensayo cometa), 
y su vinculación con la capacidad orgánica antioxidante, valorada a través de la actividad 
Cu/Zn-superoxido dismutasa y a través del índice de peroxidación (IP) y composición de ácidos 
grasos de eritrocitos Cu-deficientes. Los resultados obtenidos demuestran un alto grado de 
asociación entre cupremia y daño en el ADN, concomitantes con un incremento en el porcentaje 
de ácidos grasos saturados en glóbulos rojos, indicando una alteración oxidativa. La misma 
no sería causada por la Cu/Zn-Superoxido dismutasa dada la lentitud en su afectación. En 
conclusión, la deficiencia de Cu provoca la producción precoz de daño en la molécula de ADN, 
participando probablemente en la génesis de dicho daño la alteración de la capacidad orgánica 
antioxidante, la cual no estaría directamente relacionada con la actividad SOD.

PALABRAS CLAVES: alterac�ones ox�dat�vas; daño en el ADN; h�pocupros�s bov�na

OXIDATIVE DAMAGE AND DNA DAMAGE 
IN CATTLE WITH HYPOCUPROSIS

ABSTRACT: Hypocuprosis is the most widespread mineral deficiency affecting grazing cattle. 
Preliminary reports suggest that DNA damage is one of the most precocious consecuences 
of copper deficiency. This effect might be related to a decrease in the organic antioxidant 
capacity. The present study was carried out to estabilish the existence and speed of DNA 
damage measured by the comet assay. Besides, its relation to the organic antioxidant capa-
city (measured by the activity of Cu/Zn- superoxide dismutase), the peroxidative index and 
fatty acid composition of eritrocytes were investigated. The results showed a high correlation 
between cupremia and DNA damage, with an increase in the saturated fatty acid composition 
of eritrocytes, suggesting the oxidative origin of the damage. However, the activity of Cu/Zn 
superoxide dismutase may not directly related to oxidative damage because a low diminishing. 
In conclusion, copper deficiency give rise to a precocious DNA damage, related to an alteration 
in the antioxidant capacity, which was not directly associated to a SOD activity.

PALABRAS CLAVES: ox�dat�ves alterat�ons; DNA damage; bov�ne hypocupros�s.

Trabajos de Investigación
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INTRODUCCIÓN
La h�pocupros�s bov�na es una de las 

pr�nc�pales enfermedades nutr�c�onales que 
afectan al ganado en pastoreo en Argent�na y en 
el mundo. Por su alta �nc�denc�a es cons�derada 
la segunda deficiencia mineral en importancia a 
n�vel mund�al (1). En Argent�na ha s�do reportada 
entre otras en las prov�nc�as de Córdoba, Santa 
Fe, Chaco, Formosa y Entre Ríos (2), pero es s�n 
dudas en la cuenca depr�m�da del Río Salado (Pro-
v�nc�a de Buenos A�res) donde adqu�ere mayor 
�mportanc�a, afectando normalmente a mas del 
50% de los bov�nos adultos cr�ados en pastoreo 
y hasta el 70% de los terneros (3).

Dentro del organ�smo el cobre (Cu) se halla 
asoc�ado a enz�mas, las cuales están �nvolucradas 
en numerosos procesos b�ológ�cos v�nculados con 
el crec�m�ento y desarrollo, reproducc�ón y con la 
respuesta inmune (3, 4). Durante la deficiencia 
se produce la alterac�ón del func�onam�ento de 
estas enz�mas (tamb�én denom�nadas cuproenz�-
mas), fenómeno que se v�ncula d�rectamente con 
la apar�c�ón de los s�gnos clín�cos y subclín�cos 
de la enfermedad, entre los cuales los mas co-
munes son la desp�gmentac�ón del pelo, anem�a, 
fracturas espontaneas, degenerac�ón m�ocárd�ca, 
h�pom�el�n�zac�ón de la medula esp�nal, menor 
performance reproduct�va, alterac�ones �nmuno-
lóg�cas y menores gananc�as de peso (2, 5). 

Una de las consecuenc�as rec�entemente 
reportadas y estud�adas es la producc�ón de daño 
en el ADN durante la deficiencia de cobre. Dichos 
trabajos �ncluyen desde observac�ones real�zadas 
en cult�vos de células depr�vadas de Cu, hasta 
ensayos en an�males de laborator�o e �ncluso en 
animales bajo condiciones de deficiencia natural 
(6, 7, 8, 9, 10, 11). El pr�nc�pal argumento ut�-
lizado para justificar este fenómeno ha sido la 
potenc�al alterac�ón de las defensas ant�ox�dan-
tes naturales, producto de una d�sm�nuc�ón en 
la act�v�dad de enz�mas ant�ox�dantes mayores 
[como la Cu/Zn-superox�do d�smutasa (Cu/Zn-
SOD))] y de enzm�nas ant�ox�dantes menores 
[ceruloplasm�na (Cp)], concom�tantes con un 
efecto proox�dante der�vado de la alterac�ón de 
la func�ón de la enz�ma de la cadena resp�rator�a 
c�tocromo c-ox�dasa (CCO) (12). D�cho argumento 
ha sido ratificado en numerosas ocasiones por 
el hallazgo de d�sm�nuc�ones en la act�v�dad de 
las c�tadas enz�mas, así como por la observac�ón 
de les�ones ox�dat�vas reportadas en d�ferentes 
trabajos (12,13,14,15,16).

Observac�ones prel�m�nares real�zadas en 
bov�nos en pastoreo durante el desarrollo de 
la deficiencia de Cu sugieren que el daño en la 
molécula de ADN podría ser una de las pr�meras 
consecuenc�as de la enfermedad (10), la cual se 
presentaría con antelac�ón a la apar�c�ón de los 
s�gnos clín�cos y product�vos de la enferemedad. 
Por otra parte, ex�sten ev�denc�as de que d�cho 

efecto podría verse relac�onado con una d�sm�-
nuc�ón de la capac�dad orgán�ca ant�ox�dante 
durante el desarrollo de la enfermedad. Por lo 
tanto, el objet�vo del presente trabajo es estable-
cer la ex�stenc�a de daño en el ADN en bov�nos 
cu-deficientes, la precocidad de aparición de di-
cha alterac�ón y su v�nculac�ón con la capac�dad 
orgán�ca ant�ox�dante, valorada a través de la 
act�v�dad Cu/Zn-superox�do d�smutasa (Cu/Zn-
SOD) y a través del índ�ce de perox�dac�ón (IP) 
y compos�c�ón de ác�dos grasos de er�troc�tos 
Cu-deficientes. 

MATERIALES Y METODOS
Para establecer la asoc�ac�ón ex�stente en-

tre daño en el ADN y la deficienciencia de Cu, así 
como su pos�ble or�gen se real�zaron tres t�pos de 
ensayos: a). ensayo A: Determ�nac�ón de daño en 
la molécula de ADN y asoc�ac�ón con n�veles de 
cuprem�a. b) ensayo B: determ�nac�ón de la act�-
v�dad de la enz�ma Cu/Zn-superox�do d�smutasa 
durante el desarrollo de la carenc�a y C) ensayo 
C: Determ�nac�ón de alterac�ones ox�dat�vas.

Establecimiento y animales: para el de-
sarrollo de los d�ferentes ensayos se ut�l�zaron 
bov�nos de rodeo general (ensayo A) y el rodeo 
de bov�nos de carne de la Estac�ón Exper�mental 
“Chascomus” (Gob�erno de la Prov�nc�a de Bue-
nos A�res) (ensayos B y C). En este últ�mo caso, 
se selecc�onaran al azar 60 terneros, los que se 
d�v�d�eron en:

Lote A: integrado por 30 animales identifi-
cados con doble caravana, que se ut�l�zaron para 
el estud�o de las consecuenc�as de la enfermedad 
(grupo de estud�o) y Lote B (grupo control): �nte-
grado por los restantes 30 an�males, los cuales 
se identificaron con doble caravana y se los su-
plemento regularmente con sales de Cu por vía 
parenteral (1 mg de Cu-Ca EDTA por kpv).

Muestreos: En todos los casos se obtuv�eron 
muestras de sangre por punc�ón yugular, las que 
se recolectaron en tubos prev�amente hepar�n�za-
dos o tratados con EDTA según la determ�nac�ón 
a real�zar. En el caso del ensayo B los muestreos 
se real�zaron a part�r de los 3 meses de edad y 
hasta el destete (7 meses) cada 45 días. 

Diseño experimental
Ensayo A: muestras de sangre de 304 

an�males pertenec�entes a d�ferentes establec�-
m�entos ganaderos (n= 10) fueron ut�l�zadas para 
establecer la concentrac�ón plasmát�ca de Cu 
(cuprem�a) y el n�vel de daño en el ADN med�ante 
el empleo de la electrofores�s en gel de células 
a�sladas (ensayo cometa, vers�ón alcal�na). 

Ensayo B: en 10 an�males de cada lote se 
real�zó la determ�nac�ón de act�v�dad Cu/Zn-
SOD cada 45 días, así como la concentrac�ón 
plasmát�ca de Cu.

Ensayo C: se obtuv�eron muestras de san-
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gre de 10 an�males pertenec�entes al lote A y 10 
del lote B. D�chas muestras se ut�l�zaron para 
determ�nar la frecuenc�a de células con daño en 
el ADN, el índ�ce de perox�dac�ón er�troc�tar�a y la 
compos�c�ón de ác�dos grasos er�troc�tar�a. 

Determinación de cobre en plasma: 
La sangre fue centr�fugada por 10 m�nutos 

a 1500 rpm hasta la obtenc�ón de plasma. Una 
alícuota de plasma homogene�zada (1 ml) se des-
prote�n�zó en cant�dades �guales con ác�do tr�clo-
roacét�co al 10 % (peso/volumen). La muestra se 
centr�fugó a 4000 rpm durante 10 m�nutos y en 
el sobrenadante se m�d�ó la concentrac�ón de Cu 
en plasma por espectrofotometría de absorc�ón 
atóm�ca (EAA), empleando la técn�ca descr�pta 
por P�pper y H�gg�ns (17) en un equ�po modelo 
GBC 902, con llama de a�re y acet�leno, t�po 
ox�dat�va y a 324.7 nm de long�tud de onda. Se 
preparó una curva de cal�brac�ón de tres puntos 
(25, 50 y 100 µg/dl), empleando una mezcla de 
agua des�on�zada y ác�do tr�cloroacét�co al 10% 
en partes �guales como blanco y d�luyente de los 
estándares.

Determinación de la actividad Superoxi-
do dismutasa eritrocitaria (SODe): 

Se tomaron muestras de sangre ut�l�zando 
Na2EDTA como ant�coagulante. Una alícuota 
de 0,5 ml. fue centr�fugada por 10 m�nutos a 
3000 rpm, el plasma y la porc�ón super�or de 
los elementos formes fueron ret�rados. El pellet 
de glóbulos rojos (GR) remanentes fue lavado 4 
veces con 3 ml de una soluc�ón de NaCl al 0,9 %, 
centr�fugando por 10 m�nutos a 3000 rpm luego 
de cada lavado. Los GR lavados fueron l�sados 
med�ante el agregado de agua des�on�zada helada. 
El l�sado de GR fue d�lu�do 50 veces con buffer 
fosfato (pH 7; 0,01 mol/l) y la act�v�dad de la en-
z�ma fue med�do usando un K�t comerc�al (RAN-
SOD, by RANDOX Laboratories). Los resultados 
fueron expresados en un�dades �nternac�onales 
por m�l�l�tro (UI/ml).

 
Determinación de quimioluminiscencia 

(QL) en glóbulos rojos: 
La muestra de sangre fue centr�fugada 

por 10 m�nutos a 1000 g y a 4 ºC. El plasma y 
la porc�ón super�or de elementos formes fueron 
descartados. Los GR remanentes fueron lavados 
3 veces en una soluc�ón sal�na bufferada (PBS 
5mM pH 7,4; 150 mM NaCl). El estud�o se real�-
zó med�ante un s�stema in vitro, depend�endo de 
t- butyl h�droperox�do (tBH) (8 mM), en buffer 
0,05 M fosfato pH 7,4 a 37 ºC. De cada muestra 
se m�d�ó hemoglob�na y se estandar�zó al 1,5 %. 
El proceso fue cuantificado por emisión lumínica 
(18) en un contador de centelleo l�qu�do Packard 
1900 TR. La qu�m�olum�n�scenc�a fue determ�na-
da durante 60 minutos y cuantificada en cuentas 

por m�nuto (cpm) cada 5 m�nutos. En todos los 
casos se real�zó en forma s�multánea un blanco 
s�n tBH que fue cons�derado como nat�vo de cada 
una de las muestras.

Determinación de la composición de áci-
dos grasos de glóbulos rojos: Los líp�dos de las 
membranas tanto nat�vas como perox�dadas en 
las d�st�ntas cond�c�ones exper�mentales se extra-
jeron por el método de Folch y col. (19), con BHT 
al 0,01 % como ant�ox�dante. Los ác�dos grasos 
de las membranas se transmetilaron con triflo-
ruro de boro al 10% en metanol a 60 ºC durante 
una hora y los esteres metíl�cos se anal�zaron 
en un cromatógrafo gaseoso GC-14 (Sh�madzu). 
Los picos se identificaron por comparación con 
los t�empos de retenc�ón de estándares de ác�dos 
grasos.

Determinación de daño en el ADN en 
leucocitos mediante el “ensayo cometa”: 

La determ�nac�ón del daño en el ADN en 
leucoc�tos se real�zó de acuerdo con el protocolo 
propuesto por Picco (20) con pequeñas modifica-
c�ones. Una alícuota de 15 ml de cada muestra de 
sangre se separó �nmed�atamente después de la 
extracc�ón y se almacenó en completa oscur�dad y 
a 4 °C hasta su llegada al laborator�o. Una vez en 
el Laborator�o los 15 ml de sangre se mezclaron 
con 75 ml de agarosa de bajo punto de fus�ón al 
0,5 %, y se sembraron en un portaobjetos cub�er-
to con agarosa de punto de fus�ón normal al 0,5 
%. Se real�zaron dos preparados por donante. Las 
células se l�saron con soluc�ón detergente (EDTA 
100 mM, ClNa 2,5 M, Tris 10 mM, Triton X-100 al 
1 % y DMSO al 10%) durante al menos 1 hora y 
se almacenaron hasta la electrofores�s. Antes de 
la electrofores�s, los preparados se equ�l�braron 
en soluc�ón alcal�na (EDTA 1mM, OHNa 300 mM, 
pH>13) durante 20 m�nutos para la desesp�ral�za-
c�ón del ADN. La electrofores�s se real�zó durante 
30 m�nutos a 25 V y 300 mA. Inmed�atamente 
después, los preparados se neutral�zaron me-
d�ante tres lavados con buffer Tr�s pH 7,5 cada 
5 m�nutos y agua dest�lada.

Los preparados se colorearon con una solu-
c�ón de SYBR Green I® (Molecular Probes) 1/1000 
y se analizaron con un microscopio Olympus BX 
40 prov�sto de lámpara de mercur�o de alta pre-
s�ón de 100 W (USHIO USH 102 D). Se ut�l�zó una 
cámara Sony CCD para capturar las �mágenes 
y estas se guardaron y anal�zaron ut�l�zando el 
software Image Pro Plus®. Las células se clasifi-
caron en pr�mera �nstanc�a como normales (con 
núcleo redondeado) o anormales (con algún grado 
de m�grac�ón de ADN del núcleo). En un segundo 
paso, las células anormales se clasificaron en 
d�ferentes grados del 1 al 5. F�nalmente el Ind�ce 
de daño en el ADN se calculo apl�cado el modelo 
descr�pto por Coll�ns (21), donde la ausenc�a de 
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daño se expresa como 0, s�endo 400 el máx�mo 
n�vel de daño pos�ble.

Análisis de los resultados:
Los resultados del ensayo A se evaluaron 

med�ante el anál�s�s de regres�ón y correlac�ón, 
m�entras que la comparac�ón entre rangos de 
cuprem�a se real�zó med�ante el anál�s�s de la 
var�anza. Los resultados del ensayo B se evalua-
ron med�ante un Anál�s�s de Muestras Repet�das 
dentro del General L�neal Model del paquete 
estadíst�co SPSS 10.0. Se empleó un ANOVA 
Factor�al M�xto o spl�t-plot, ut�l�zando al grupo de 
or�gen (GS y GNS) como Factor Inter-sujeto y al 
t�empo como Factor Intra-sujeto, representando 
los muestreos los n�veles de este factor. Las d�-
ferenc�as entre med�as dentro de los factores se 
establec�eron por Comparac�ones Múlt�ples. Los 
resultados del ensayo C se evaluaron med�ante el 
anál�s�s de var�anza. En todos los casos se ex�g�ó 
una significación estadística del 5 % (p <0,05).

RESULTADOS
Ensayo A: Los resultados obten�dos al estu-

d�ar la relac�ón ex�stente entre cuprem�a y daño 
en el ADN en leucoc�tos de sangre per�fér�ca se 
presentan en la Tabla 1. En ella puede observarse 
que valores bajos de cuprem�a se corresponden 
con los máx�mos n�veles de daño en el ADN. 

El anál�s�s de regres�ón y correlac�ón re-
veló la ex�stenc�a de una fuerte asoc�ac�ón, de 
t�po l�neal (�nvert�da) entre ambas var�ables (y= 
0,0003x3 – 0,0317x2 +0,7711x + 63,103; R2: 
0,9014; p< 0,01). El anál�s�s estadíst�co real�za-
do para comparar los valores de daño en el ADN 
obten�dos en cada rango de cuprem�a, perm�t�ó 
establecer la ex�stenc�a de 3 n�veles de daño en el 
ADN, correspond�entes a cuprem�as menores a 30 

µg/dl de Cu en plasma (máx�mo n�vel de daño), 
cuprem�as entre 30 y 60 µg/dl (n�vel �ntermed�o) 
y cuprem�as mayores a 60 µg/dl (mín�mo n�vel 
de daño).

Ensayo B: La tabla 2 muestra los resulta-
dos obten�dos al evaluar el comportam�ento de la 
act�v�dad Cu/Zn-SOD durante el desarrollo de la 
carenc�a y la evoluc�ón de los n�veles de cuprem�a. 
Como puede observarse, la d�sm�nuc�ón de las 
cuprem�as se acompañó de una d�sm�nuc�ón en 
la act�v�dad de d�cha enzm�a, pero d�cha d�sm�-
nución solo fue significativa al final del ensayo, 
luego de tres meses de carenc�a y s�endo los 
an�males h�pocuprém�cos severos por al menos 
dos meses. 

Ensayo C: Los resultados obten�dos al ana-
l�zar el índ�ce de perox�dac�ón y la compos�c�ón 
de ác�dos grasos en glóbulos rojos de an�males 
Cu-deficientes se presentan en las tablas 3 y 4. 
Prev�o a la real�zac�ón de d�chas determ�nac�ones, 
el anál�s�s de células con daño en el ADN real�zado 
en las m�smas muestras reveló un mayor número 
de células con daño en los an�males h�pocupré-
m�cos con relac�ón a los controles (frecuenc�a de 
daño: 0,196 vs 0,144; X2= 5,13; p= 0,023). El ín-
d�ce de perox�dac�ón observado en glóbulos rojos 
de animales con y sin deficiencia (medido cada 5 
m�nutos y hasta los 25 m�nutos), no arrojo d�fe-
rencias significativas, solo pudiéndose observar 
una tendenc�a a un mayor n�vel de perox�dac�ón 
a los 5 m�nutos de �n�c�ado el ensayo en los an�-
males con deficiencia de Cu (85 vs 100 cpm en 
normo e h�pocuprém�cos respect�vamente). La 
poster�or determ�nac�ón de la compos�c�ón de 
ác�dos grasos de membrana tampoco arrojo d�fe-
rencias estadísticas significativas entre animales 
normales e h�pocuprém�cos cuando se anal�zó a 
cada ác�do graso en part�cular. S�n embargo, el 
porcentaje de ác�dos grasos saturados totales 
fue estadíst�camente super�or en los an�males 
h�pocuprém�cos (72,9 % vs 64,1% en h�po y 
normocuprém�cos respect�vamente; p< 0.05), al 
�gual que la relac�ón ác�dos grasos saturados/�n-
saturados (p< 0.05). M�entras que el porcentaje 
de ác�dos grasos �nsaturados totales fue mayor 
en los an�males normocuprém�cos (35,9 vs 27,06 
%; p< 0.05).

DISCUSION
Los resultados obten�dos en el presente 

ensayo perm�ten observar en pr�mer lugar una 
estrecha asoc�ac�ón entre el estatus de cobre de 
los an�males (valorado según la cuprem�a) y los 
n�veles de daño en el ADN. D�cha asoc�ac�ón, 
que se presenta como una correlac�ón �nversa 
entre cuprem�a y daño en el ADN, muestra que 
pequeñas var�ac�ones en el estatus de Cu pro-
ducen �nmed�atas consecuenc�as en la �ntegr�-
dad del ADN, pero además perm�ten reconocer 
con clar�dad tres estratos de cuprem�a en los 

Tabla  1. Rangos de cuprem�a e �nd�ce de daño 
en el ADN en leucoc�tos de bov�nos con d�ferentes 
n�veles de cuprem�a.

Letras minúsculas diferentes indican diferencias significativas 
entre rangos de cuprem�a (p< 0,05). 
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Tabla 2. Concentrac�ón promed�o de Cu (± ES) en plasma y act�v�dad 
superóx�do d�smutasa er�troc�tar�a (SODe) en los grupos suplementado 
(A) y no suplementado (B). 

Letras minúsculas diferentes indican diferencias significativas entre grupos (p< 0.05). Le-
tras mayúsculas diferentes indican diferencias significativas entre muestreos (p< 0.05). 

Tabla 3. Compos�c�ón de ác�dos grasos (%) en los er�troc�tos de an�males suplemen-
tados y no suplementados.

Tabla 4. Índ�ce de perox�dac�ón (cpm) en er�tro-
c�tos pertenec�entes a an�males de los grupos 
suplementado y no suplementados.

cuales el n�vel de daño en el ADN es alto (hasta 
30 µg/dl de Cu en plasma), �ntermed�o (30-60 
µg/dl) y bajo (más de 60 µg/dl). Perm�t�endo por 
lo tanto, clasificar el estatus de Cu de los ani-
males solo conoc�endo los valores de daño en el 
ADN. Esta ult�ma agrupac�ón de las cuprem�as 
es co�nc�dente con aquella propuesta por Suttle 
ya en 1983 (22) y reafirmada por Underwood y 
Suttle en 1999 (4) (H�pocuprem�a severa= menor 
a 30 µg/dl; h�pocuprem�a moderada= entre 30 y 
60 µg/dl; normocuprem�a= mayor a 60 µg/dl), 
con la salvedad que d�chos autores sug�eren la 
pos�b�l�dad de apar�c�ón de consecuenc�as de la 
enfermedad cuando el an�mal es h�pocuprem�co 
severo, m�entras que según nuestros resulta-
dos, cons�derando al daño en el ADN como una 
consecuenc�a de la enfermedad, las alterac�ones 
provocadas por la deficiencia aparecen ni bien el 
an�mal deja de ser normocuprém�co. 

En cuanto al or�gen de d�cho daño, hemos 
especulado rec�entemente con el pos�ble or�gen 

ox�dat�vo, producto de las d�sm�nuc�ones en la 
act�v�dad de enz�mas ant�ox�dantes Cu-depen-
dientes (Cu/Zn-SOD y Cp) y Cu-influenciables 
(GSHpx y catalasas), concom�tantes con un 
�ncremento potenc�al de la producc�ón de espe-
c�es act�vas del ox�geno en la cadena resp�rato-
r�a por d�sfunc�ón de la CCO. D�cho esquema 
de producc�ón de daño ox�dat�vo, desarrollado 
ampl�amente por Stra�n (12) para expl�car otras 
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consecuenc�as de la enfermedad, y apoyado a 
part�r de la �nformac�ón proven�ente de ensayos 
a�slados o parc�ales, real�zados mayor�tar�amente 
�n v�tro (2,13,14,15,16,20) perm�ten suponer que 
el d�cho modelo de daño ox�dat�vo podría expl�car 
el or�gen del daño en el ADN observado en bo-
v�nos en cond�c�ones naturales. S�n embargo, y 
en contrapos�c�ón con d�cho modelo en el cual se 
le as�gna un rol preponderante a la d�sm�nuc�ón 
de la act�v�dad de la Cu/Zn-SOD, las ev�denc�as 
obten�das en este trabajo sug�eren que se re-
qu�eren var�os meses de carenc�a (y por ende de 
valores subnormales de cuprem�a) para que se 
afecte significativamente la actividad SOD, lo cual 
es co�nc�dente con las observac�ones real�zadas 
prev�amente por Boyne y Arthur (23), para los 
cuales la act�v�dad de d�cha enz�ma solo se afec-
to tras un prolongado período de carenc�a y con 
valores correspond�entes a h�pocuprem�a severa. 
Pese a ello, los resultados obten�dos al evaluar la 
compos�c�ón de ác�dos grasos en las células de 
an�males con y s�n un adecuado estatus de Cu 
sug�eren la alterac�ón del estatus an�tox�dante a 
favor de una cond�c�ón proox�dante durante la 
carenc�a de Cu. En d�cho ensayo, concom�tante 
con un �ncremento en la frecuenc�a de leucoc�tos 
con daño en el ADN, la compos�c�ón de ác�dos 
grasos en er�troc�tos revelo un mayor porcentaje 
de ác�dos grasos saturados en aquellos an�males 
Cu-deficienctes. Simultáneamente, se observo 
una mayor tendenc�a a la perox�dac�ón de ác�-
dos grasos, lo cual es �nteresante ya que dada la 
compos�c�ón de ác�dos grasos mayor�tar�amente 
saturados, era esperable una menor capac�dad 
de perox�dac�ón, apoyando nuevamente la teoría 
del estrés oxidativo durante la deficiencia. En tal 
sent�do, dado que la enz�ma CCO presenta un 
umbral de protecc�ón mucho menor, con afec-
tac�ón de su func�onam�ento en bov�nos cuando 
estos dejan de ser normocuprém�cos, es proba-
ble que presente un rol central en la génes�s de 
d�cho daño (20). Otra enz�ma que podría tener 
un rol clave es la Cp, la cual al �gual que la CCO 
presenta una �nmed�ata d�sm�nuc�ón en su act�-
v�dad cuando d�sm�nuye la cuprem�a. De hecho, 
la act�v�dad ant�ox�dante ferrox�dasa de d�cha 
enz�ma posee una correlac�ón mayor al 93% con 
la concentrac�ón plasmát�ca de Cu (24). Estud�os 
real�zados en �nd�v�duos aceruloplasm�nem�cos 
demuestran que la falta de act�v�dad Cp condu-
ce a una acumulac�ón �ntracelular de h�erro y a 
un �ncremento de alterac�ones ox�dat�vas (20). 
Por otra parte, estud�os real�zado por este grupo 
demostraron que durante la deficiencia de Cu se 
produce un �ncremento en la frecuenc�a de abe-
rrac�ones cromosóm�cas (10) y que en la génes�s 
de d�cho daño �nterv�enen no solo una les�ón en 
el ADN, s�no tamb�én una �ncapac�dad relat�va 
para reparar dicho daño, específicamente una 
�ncapac�dad de reparac�ón del ADN en el período 

G2 del c�clo celular (25). D�cha observac�ón su-
g�ere un segundo factor pos�ble para expl�car la 
apar�c�ón de alterac�ones en la molécula de ADN, 
pero de n�nguna manera puede exclu�r la teoría 
del daño ox�dat�vo, ya que Según Guetens y col. 
(26) el pr�nc�pal efecto pern�c�oso del �ncremento 
de la concentrac�ón de EAO es ejerc�do sobre 
las proteínas, agregando que las enz�mas de la 
reparac�ón no se encuentran exentas. Conclu-
yen además que el hecho de que normalmente 
puedan detectarse productos de la ox�dac�ón de 
bases n�trogenadas �nd�caría que en cond�c�ones 
in vivo, d�chas enz�mas se hallan muy cerca de 
su capac�dad máx�ma de respuesta.

Por lo tanto, la deficiencia de Cu en bovi-
nos provoca la producc�ón precoz de daño en la 
molécula de ADN, part�c�pando probablemente 
en la génes�s de d�cho daño la alterac�ón de la 
capac�dad orgán�ca ant�ox�dante. S�n embargo 
futuros estud�os deberán or�entarce a establecer 
el or�gen mono o mult�factor�al del daño en el 
ADN, así como su �mpacto en la capac�dad pro-
duct�va, reproduct�va e �nmunológ�ca durante la 
h�pocupros�s bov�na. 
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ESTUDIO RETROSPECTIVO EN NEOPLASIAS MELANOCÍTICAS 
CANINAS: ASPECTOS EPIDEMIOLÓGICOS
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Resumen: Con el objetivo de presentar información epidemiológica sobre neoplasias mela-
nocíticas (NM) caninas, se realizó un estudio de 78 casos de archivo. Se registraron aspectos 
tales como: raza, edad, sexo, localización de la neoplasia, tamaño, ulceración y pigmentación 
macroscópica, así como el diagnóstico histopatológico, el tipo celular predominante, el grado 
de pigmentación (de 0 a 4) y la cantidad de mitosis en 10 campos de mayor aumento. El 
diagnóstico histopatológico resultó en: 62,8% melanoma maligno, 32,1% melanocitoma y el 
5,1% NM no clasificada. Los animales más afectados fueron mestizos (35,9%) y de las razas 
Ovejero Alemán (12,8%), Doberman (9,0%), Cocker Spaniel (6,4%) y Pequinés (5,1%). La edad 
promedio de presentación fue de 9,6 años. No se observó predilección por sexo. Los sitios más 
afectados fueron la piel (64,1%), la mucosa oral (32,1%) y el ojo (2,6%). Se observó asociación 
significativa entre NM de localización cutánea y diagnóstico de melanocitoma (p<0,01) y entre 
NM de localización oral y diagnóstico de melanoma maligno (p<0,01). El 33,3% de las NM 
presentó tipo celular mixto, el 30,8% epitelioide, el 29,5% fusiforme, el 3,8% globoso y el 2,6% 
redondo. La pigmentación microscópica se distribuyó uniformemente entre los grados 1 a 4, 
registrándose sólo 2 neoplasias amelánicas.

Palabras clave: can�nos, neoplas�as melanocít�cas, ep�dem�ología

RETROSPECTIVE STUDY ON CANINE MELANOCYTIC TUMORS: 
EPIDEMIOLOGICAL ASPECTS

Abstract: Clinical features and histopathological details from 78 file cases of canine mela-
nocytic tumors (MT) were reviewed in order to present epidemiological data. The following 
characteristics were recorded: breed, age, sex, tumor location, size, ulceration, and macro-
scopic pigmentation as well as histopathological diagnosis, predominant cell type, degree of 
pigmentation (from 0 to 4), and number of mitotic figures per 10-high power fields. Diagnosis 
resulted in: 62.8% malignant melanoma, 32.1% melanocytoma, and 5.1% unclassified MT. 
Mixed breed dogs (35.9%) and German shepherd (12.8%), Doberman pinscher (9.0%), Cocker 
spaniel (6.4%), and Pekinese (5.1%) breeds were the most affected. The average age at 
presentation was 9.6 years. There was no gender predisposition. Sites commonly affected 
were the skin (64.1%), the oral mucosa (32.1%), and the eye (2.6%). There was significant 
correlation between cutaneous location and melanocytomas (p<0.01) as well as between 
oral location and malignant melanomas (p<0.01). Thirty three percent of MT had mixed cell 
type, 30.8% epithelioid, 29.5% spindle, 3.8% balloon, and 2.6% round cell type. Microscopic 
pigmentation was evenly distributed among degrees 1 to 4. Only 2 completely amelanotic 
tumors were observed.

Key words: can�ne, melanocyt�c tumors, ep�dem�ology

Trabajos de Investigación
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INTRODUCCIÓN
En el pasado, el térm�no “melanoma” ha 

s�do empleado de d�ferentes formas en los s�ste-
mas de nomenclatura de las neoplas�as melanocí-
t�cas (NM) can�nas. Algunos autores han apl�cado 
el térm�no “melanoma” a prol�ferac�ones ben�gnas 
y mal�gnas, m�entras que otros han restr�ng�do su 
uso sólo para refer�rse a prol�ferac�ones mal�gnas. 
Actualmente, de acuerdo con la descr�pc�ón y cla-
sificación propuesta por la OMS, las NM malignas 
(NMM) son denom�nadas melanomas y las NM 
ben�gnas (NMB) melanoc�tomas (1, 2). 

Las NM en can�nos son relat�vamente co-
munes representando entre el 4 y el 7% del total 
de los tumores en general. Se presentan con ma-
yor frecuenc�a en can�nos mayores de 10 años 
de edad (rango de 1 a 17) (3, 4). La frecuenc�a de 
las NM es más alta en an�males de p�el y muco-
sas p�gmentadas (3, 4, 5). No ha s�do observada 
pred�spos�c�ón por sexo, aunque algunos autores 
afirman que, al igual que en humanos, la pro-
porc�ón de machos y hembras afectados es de 
2-3:1 (3, 4, 6). 

Los s�t�os más comúnmente afectados son, 
en orden decrec�ente, la mucosa oral, los lab�os, 
la p�el (espec�almente de los dedos) y, en menor 
med�da, el ojo (3). Ex�sten contrad�cc�ones al 
respecto, ya que otros autores afirman que el 
mayor porcentaje de estas neoplas�as ocurre en 
la p�el (2,7).

En la mucosa oral, las local�zac�ones más 
comunes son las encías, el paladar y los lab�os 
(�ncluyendo la un�ón mucocutánea) (3, 4, 10), 
m�entras que en la p�el lo son la cara (espec�al-
mente los párpados), el tronco y las extrem�dades 
(sobretodo los dedos y el lecho ungueal) (2, 3, 5, 
10). 

Llama la atenc�ón la relac�ón entre el com-
portam�ento de las NM y su local�zac�ón; aquellas 
s�tuadas en la mucosa oral y las un�ones muco-
cutáneas suelen ser mal�gnas en su mayoría (2, 
3, 5, 8, 11), m�entras que las s�tuadas en el ojo y 
los párpados suelen presentar comportam�ento 
ben�gno (a excepc�ón de las de la conjunt�va) (7, 
2, 12). Esto últ�mo tamb�én parece ocurr�r en 
las NM cutáneas, const�tuyendo la excepc�ón 
las de local�zac�ón d�g�tal (lecho ungueal) (3, 5, 
8, 9, 10).

El objet�vo del presente trabajo es presentar 
�nformac�ón ep�dem�ológ�ca sobre neoplas�as me-
lanocít�cas can�nas a part�r del anál�s�s de casos 
de arch�vo y compararla con la comun�cada por 
otros autores.

MATERIALES Y MÉTODOS
Se llevó a cabo la búsqueda de todos los 

casos de neoplas�as melanocít�cas can�nas �ngre-
sados al Inst�tuto de Patología durante el período 
1995-2005. Ochenta y se�s casos fueron rev�sa-
dos por los autores aplicando la clasificación pro-

puesta por la OMS (1998), ut�l�zando cortes h�sto-
lóg�cos coloreados con H&E y, en dos de los casos, 
con la colorac�ón de Fontana Masson. El 95 % de 
las muestras prov�no de mater�al de b�ops�as y el 
5 % restante de necrops�as. Setenta y ocho neo-
plas�as fueron selecc�onadas para su �nclus�ón 
en el estud�o de acuerdo con la d�spon�b�l�dad de 
mater�ales, así como de �nformac�ón acerca de 
los aspectos s�gu�entes: raza, edad, sexo, local�-
zac�ón de la neoplas�a pr�mar�a y metastás�ca (s� 
la hub�ere), tamaño (d�ámetro mayor, sólo de la 
masa pr�mar�a), ulcerac�ón (presenc�a o ausenc�a) 
y p�gmentac�ón macroscóp�ca (presenc�a o ausen-
c�a). Durante la observac�ón m�croscóp�ca de los 
casos se reg�straron el d�agnóst�co h�stopatológ�co 
(melanoma, melanocitoma, NM no clasificada), el 
t�po celular predom�nante (ep�tel�o�de, fus�forme, 
m�xto, globoso, redondo), el grado de p�gmenta-
c�ón med�ante una escala subjet�va de 0 a 4 (0 = 
p�gmento no ev�denc�able, ausente, 1 = p�gmento 
ev�denc�able med�ante colorac�ones espec�ales, 2 
= escasa cant�dad de p�gmento presente sólo en 
algunas células, 3 = gran cant�dad de p�gmento 
presente sólo en algunas células y 4 = gran can-
t�dad de p�gmento presente en la mayor parte de 
las células) y la cant�dad de m�tos�s en la obser-
vac�ón de 10 campos de mayor aumento desde 
0 hasta más de 3. Los datos fueron tabulados y 
se determ�nó la d�str�buc�ón de frecuenc�as para 
cada una de las variables analizadas. A fin de eva-
luar una pos�ble asoc�ac�ón entre el d�agnóst�co 
h�stopatológ�co de la neoplas�a y los eventos sexo, 
edad, local�zac�ón anatóm�ca, ulcerac�ón, grado 
de p�gmentac�ón y t�po celular predom�nante se 
utilizó la prueba de X2 y el test exacto de F�sher. 
Los resultados se consideraron significativos en 
un n�vel del 5 % (p<0,05). Se ut�l�zó el software 
Ep� Info, vers�ón 3.3.2.

RESULTADOS
La frecuenc�a de neoplas�as melanocít�cas 

malignas (NMM), benignas (NMB) y no clasifi-
cadas (NMNC) se muestra en la figura I. Estas 
últ�mas corresponden a un grupo de NM que no 
pudo ser �nclu�do en alguno de los anter�ores 
med�ante las técn�cas convenc�onales. 

La d�str�buc�ón de las NM de acuerdo con 
la raza se muestra en la figura II. 

La edad promed�o de presentac�ón fue de 
9,6 años (rango=17, med�ana=9,5, moda=10). 
Cerca del 40% de los casos se presentó en an�-
males de entre 8 y 10 años. Del total de los casos 
observados en an�males menores de la edad pro-
med�o de presentac�ón, sólo uno correspond�ó a 
un an�mal mest�zo (2 años). Los demás ocurr�eron 
en animales de razas definidas. 

La d�str�buc�ón de las neoplas�as NMM, 
NMB y NMNC de acuerdo con la edad se muestra 
en la figura III.

La d�str�buc�ón de las NMM, NMB y NMNC 
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NR: raza no reg�strada
Figura II. D�str�buc�ón de las neoplas�as mela-
nocít�cas de acuerdo con la raza
Figure II. D�str�but�on of melanocyt�c tumors accord�ng to 
breed

Figura I. Frecuenc�a de neoplas�as melanocít�cas 
malignas (NMM), benignas (NMB) y no clasifica-
das (NMNC).
Figure 1. Frequency of malignant, bening and unclassified 
melanocyt�c tumors.

NR: edad no reg�strada
Figura III. D�str�buc�ón de las neoplas�as mela-
nocít�cas mal�gnas (NMM), ben�gnas (NMB) y no 
clasificadas (NMNC) de acuerdo con la edad 
Figure III. Distribution of malignant, benign, and unclassified 
melanocyt�c tumors accord�ng to age

Tabla 1. D�str�buc�ón de las neoplas�as melanocít�cas mal�gnas (NMM), ben�gnas 
(NMB) y no clasificadas (NMNC) de acuerdo con el sexo
Table 1. Distribution of malignant, benign, and unclassified melanocytic tumors according to sex

NR: sexo no reg�strado

NR: local�zac�ón no reg�strada
Figura IV. D�str�buc�ón de las neoplas�as mela-
nocít�cas según la local�zac�ón anatóm�ca 
Figure IV. D�str�but�on of melanocyt�c tumors accord�ng to 
locat�on
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NR: local�zac�ón anatóm�ca no reg�strada
Figura V. D�str�buc�ón de las neoplas�as me-
lanocít�cas mal�gnas (NMM), ben�gnas (NMB) y 
no clasificadas (NMNC) según su localización 
anatóm�ca 
Figure V. Distribution of malignant, benign, and unclassified 
melanocyt�c tumors accord�ng to locat�on

NR: local�zac�ón anatóm�ca no reg�strada
Figura VI. Frecuenc�a de local�zac�ón anatóm�ca 
de las neoplas�as melanocít�cas mal�gnas (NMM), 
benignas (NMB) y no clasificadas (NMNC)
Figure VI. Frequency of locat�on of mal�gnant, ben�gn, and 
unclassified melanocytic tumors

Figura VII. Frecuenc�a de ulcerac�ón en neopla-
s�as melanocít�cas mal�gnas (NMM), ben�gnas 
(NMB) y no clasificadas (NMNC)
Figure VII. Frequency of ulcerat�on �n mal�gnant, ben�gn, 
and unclassified melanocytic tumors

Figura VIII. D�str�buc�ón del grado de p�gmenta-
c�ón en neoplas�as melanocít�cas mal�gnas (NMM), 
benignas (NMB) y no clasificadas (NMNC)
Figure VIII. D�str�but�on of degree of p�gmentat�on �n mal�g-
nant, benign, and unclassified melanocytic tumors

Tabla 2. D�str�buc�ón del t�po celular predom�nante en neoplas�as melanocít�cas mal�gnas (NMM), 
benignas (NMB) y no clasificadas (NMNC)
Table 2.  Distribution of predominant cell type in malignant, benign, and unclassified melanocytic tumors 
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de acuerdo con el sexo se muestra en la tabla 
1.

Las neoplas�as fueron macroscóp�camente 
p�gmentadas en el 51,0% (n=40) de los casos. 
El color var�ó desde negro hasta gr�s claro, con 
tonal�dades pardo gr�sáceas �ntermed�as.

El d�ámetro mayor de las NMM fue, en pro-
med�o, de 3,8 cm, con extremos de 0,5 y 15 cm, 
una moda de 4 cm y una med�ana de 3 cm. En 
las NMB, el d�ámetro mayor fue de 2,81 cm en 
promed�o, con extremos de 0,5 y 15 cm, con una 
moda de 2 cm y una med�ana de 1,5 cm. 

La d�str�buc�ón de las NM según la local�za-
ción anatómica se expone en la figura IV. 

Sólo en cuatro casos con d�agnóst�co de 
NMM se d�spuso de �nformac�ón acerca de la pre-
senc�a de metástas�s. Los s�t�os preferentemente 
afectados fueron el pulmón y los l�nfonódulos 
satél�tes y, en un caso, el hígado.

La d�str�buc�ón de las NMM, NMB y NMNC 
según su local�zac�ón anatóm�ca se muestra en 
la figura V. 

Se observó asociación significativa entre 
NM de local�zac�ón cutánea y d�agnóst�co de 
melanoc�toma (p<0,01), así como entre NM de 
local�zac�ón oral y d�agnóst�co de melanoma 
(p<0,01; OR=25).

El 26,0% (n=13) de las NM cutáneas se 
local�zó en la reg�ón de la cabeza, afectando 
pr�nc�palmente los párpados. El 42,0% (n=21) de 
las m�smas se local�zó en el tronco, con mayor 
frecuenc�a en el torax, el v�entre y el per�né. En 
cuanto a las extrem�dades (n=14; 28,0%), se ob-
servó pred�lecc�ón por los dedos (n=13; 92,9%). 
Una gran parte de los casos afectó a los dedos 
tercero y cuarto, preferentemente del m�embro 
torác�co. Del total de las NM cutáneas d�g�tales, el 
69,2% (n=9) estuvo representado por melanomas 
y el 30% (n=3) por melanoc�tomas. No se encontró 
asociación significativa entre localización cutánea 
d�g�tal y d�agnóst�co de melanoma (p>0,05).

Los s�t�os más afectados por las NM orales 
fueron las encías, tanto max�lar como mand�bu-
lar (n=9; 36%), el paladar (n=5; 20%) y los lab�os 
(n=4; 16%); los carr�llos y la afecc�ón conjunta de 

las encías, el paladar y los carr�llos representaron 
el porcentaje restante.

Las NM de local�zac�ón ocular (n=2) fueron 
d�agnost�cadas como melanomas, representando 
el 4% del total de los melanomas d�agnost�cados 
en el estudio (figuras V y VI). Ambas se encontra-
ban local�zadas en la membrana n�ct�tante. 

El 20,5 % (n=16) de las NM estud�adas 
presentó ulcerac�ón. La frecuenc�a de ulcerac�ón 
en NMM, NMB y NMNC se muestra en la figura 
VII. Cabe menc�onar que en tres de los casos de 
melanoma (dos de ellos local�zados en la p�el del 
escroto y uno en la encía), la ulcerac�ón fue la 
ún�ca man�festac�ón de la neoplas�a. No se en-
contró asociación significativa entre la presencia 
de ulcerac�ón y el d�agnóst�co h�stopatológ�co 
(p>0,05).

El 33,3% (n=26) de las NM estud�adas pre-
sentó tanto células ep�tel�o�des como fus�formes 
(t�po celular m�xto), el 30,8% (n=24) ep�tel�o�des, 
el 29,5% (n=23) fus�formes, el 3,8% (n=3) globosas 
y el 2,6% (n=2) redondas. La d�str�buc�ón del t�po 
celular predom�nante en NMM, NMB y NMNC se 
muestra en la tabla 2. No se encontró asoc�ac�ón 
significativa entre el tipo celular predominante 
y las NMM (p>0,05), aunque sí se observó aso-
c�ac�ón entre el t�po celular fus�forme y las NMB 
(p<0,05; OR=3,51).

La p�gmentac�ón m�croscóp�ca de las NM 
se encontró d�str�bu�da en forma relat�vamente 
un�forme entre los grados 1 a 4, reg�strándose 
sólo 2 neoplas�as (2,6%) con ausenc�a total de 
melan�na (grado 0). La d�str�buc�ón del grado 
de p�gmentac�ón en NMM, NMB y NMNC se 
muestra en la figura VIII. Se observó asociación 
significativa entre la presencia de grados 3 y 4 de 
p�gmentac�ón y melanoc�tomas y entre grados 0 
a 2 y melanomas (p<0,01; OR=5).

Del total de melanomas d�agnost�cados en 
este estud�o, el 55,1% (n=27) presentó tres m�-
tos�s (o más de tres) observadas en 10 campos 
de mayor aumento. As�m�smo, el 100,0% de los 
melanoc�tomas presentó entre 0 y 1 m�tos�s (ta-
bla 3). Se observó asociación significativa entre 
la cant�dad de m�tos�s en d�ez campos de mayor 

Tabla 3. M�tos�s cada 10 campos de mayor aumento (CMA) en neoplas�as melanocít�cas mal�gnas 
(NMM), benignas (NMB) y no clasificadas (NMNC)
Table 3. Mitosis per 10 high-power fields in malignant, benign, and unclassified melanocytic tumors
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aumento y el d�agnóst�co h�stopatológ�co en las 
NM estud�adas (p<0,01).

DISCUSIÓN
Los hallazgos en la d�str�buc�ón de las NM 

de acuerdo con la raza son en parte co�nc�den-
tes con los de la b�bl�ografía; algunos autores 
han �nformado sobre una pred�spos�c�ón a la 
ocurrenc�a de melanomas orales en las razas 
Cocker Span�el, Pequ�nés y Doberman, así como 
en an�males mest�zos (4). Ex�sten controvers�as 
acerca de la representac�ón de cada raza entre 
los autores (4, 2, 5, 6, 10). 

Los datos acerca de la edad de presenta-
c�ón concuerdan con los de la b�bl�ografía con-
sultada (2, 3, 4, 5, 6, 10). Sobre el total de las 
NM observadas en an�males de hasta 9 años, se 
d�agnost�có el m�smo porcentaje de melanoc�to-
mas y melanomas (47,4%; n=18). En an�males 
mayores de 9 años, el 76,3% (n=29) fue mal�gno 
y el 18,4% restante (n=7) ben�gno.  Esta observa-
c�ón �nd�caría que los an�males mayores de esta 
edad presentan un r�esgo más elevado de padecer 
melanoma que los an�males menores de la m�sma 
(p<0,01; OR=3,58).

 Al contrar�o de lo que sucede en med�c�na 
humana, y de lo observado en algunos estud�os 
en med�c�na veter�nar�a, no se detectó pred�spo-
s�c�ón por sexo (p>0,05) (3, 4, 6). El número de 
hembras afectadas (n=40; 51,3%) fue l�geramente 
super�or al de machos (n=36; 46,1 %). 

En lo que respecta a la local�zac�ón de las 
NM estud�adas, la frecuenc�a de la m�sma y su 
asoc�ac�ón con el d�agnóst�co h�stopatológ�co 
co�nc�de con lo comun�cado por otros autores (2, 
3, 4, 5, 6, 7, 8, 9). Del total de las NM cutáneas, 
el 48,0% (n=24) de las m�smas fue d�agnost�ca-
do como melanoc�toma, el 46,0% (n=23) como 
melanoma y el 6,0% (n=3) restante como NM no 
clasificada. A su vez, las NM de localización cutá-
nea representaron el 96,0% (n=24) del total de los 
melanoc�tomas d�agnost�cados en este estud�o. 
Según estos hallazgos, las NM de local�zac�ón 
cutánea serían más probablemente ben�gnas y, a 
su vez, la cas� total�dad de las NMB ocurr�ría en 
la p�el (p<0,01). A pesar de que un gran porcen-
taje de NM observadas en la local�zac�ón cutánea 
d�g�tal fue mal�gno (n=9; 69,2%), no hubo d�feren-
cias significativas en esta localización (p>0,05). 
Del total de las NM orales, el 96,0% (n=24) fue 
clasificado como maligno, mientras que el 4,0% 
restante no pudo ser clasificado. A su vez, las NM 
de local�zac�ón oral representaron el 49,0% del 
total de los melanomas mal�gnos d�agnost�cados 
en el estud�o. Estos resultados perm�t�rían �nfer�r 
que las NM de local�zac�ón oral serían mal�gnas en 
la mayor parte de los casos (p<0,01; OR=25). 

Se co�nc�de con los datos de la b�bl�ografía 
en que la presenc�a de ulcerac�ón no estaría re-
lac�onada con el d�agnóst�co h�stopatológ�co en 

an�males  (p>0,05) (3).
Los resultados obten�dos en cuanto a la 

d�str�buc�ón del t�po celular predom�nante en 
NMM, NMB y NMNC son s�m�lares a los comu-
n�cados por otros autores (4). En nuestra ser�e, 
el t�po celular fus�forme se asoc�ó con las NMB 
(p<0,05; OR=3,51). Según otros estud�os, el t�po 
celular predom�nante carece de valor pronóst�co 
en animales (3). Sin embargo, otros afirman que 
en NM can�nas de la úvea anter�or, el t�po celular 
fus�forme se asoc�aría con pronóst�co favorable 
y los t�pos ep�tel�o�de y m�xto con un pronóst�co 
desfavorable, deb�do a un elevado r�esgo de me-
tástas�s (3). 

S� b�en el grado de melan�zac�ón se cons�de-
ra en la b�bl�ografía como un �nd�cador de dudoso 
valor pronóst�co (3), la frecuente observac�ón en 
este estud�o de la presenc�a de grados 3 y 4 de 
p�gmentac�ón en melanoc�tomas y, de grados 0 a 
2 en melanomas, �nd�caría una pos�ble relac�ón 
entre d�chas var�ables (p<0,01; OR=5). 

El hallazgo de 3 m�tos�s (o más de tres) 
observadas en 10 campos de mayor aumento se 
cons�dera un �nd�cador de mal�gn�dad en can�nos 
(1). Los resultados obten�dos en los casos estu-
diados apoyarían esta afirmación (p<0,01).

La �nformac�ón aquí presentada correspon-
d�ente en su mayor parte a casos reg�strados en 
La Plata y alrededores concuerda, en general, 
con la comun�cada por otros autores de d�ver-
sas partes del mundo. La m�sma es un aporte al 
conoc�m�ento acerca de la ep�dem�ología de las 
NM en nuestro med�o, ten�endo en cuenta que no 
hemos encontrado publ�cac�ones sobre el tema en 
la Argent�na. Cabe menc�onar que los resultados 
presentados deben ser �nterpretados como una 
est�mac�ón de los parámetros anal�zados, dados 
la naturaleza retrospect�va del estud�o y su ta-
maño muestral. 
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OTOENDOSCOPIAS EN CANINOS
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Facultad de C�enc�as Veter�nar�as. Un�vers�dad Nac�onal de La Plata

Resumen: Se describen los hallazgos endoscópicos de los conductos auditivos externos en 
caninos sin enfermedad ótica aparente. El conducto era permeable en el 88 % de los casos, 
en ningún caso se hallaron parásitos y/o cuerpos extraños. La membrana timpánica estaba 
íntegra en el 76% de los casos y no visible en el 20 %. 

Palabras Clave: oído- endoscop�a- can�nos

Otoendoscopy in dogs

Abstract: Endoscopic finding of the ear canal are described in canine without apparent otic 
illness. The duct was permeable in 88% of the cases. There was not found parasites and/or 
strange bodies. The tympanic membrane was entire in 76 % of the cases and not visible in 
20%.

Key Words: ear – endoscopy- can�nes
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INTRODUCCIÓN
Los problemas ót�cos en can�nos son mot�-

vo frecuente de consulta en la clín�ca d�ar�a. Se 
est�ma que entre el 15 y el 20 % de los pac�entes 
can�nos t�enen alguna clase de enfermedad ót�ca 
con algunas var�ac�ones v�nculadas a la época 
del año en que fueron real�zados los d�ferentes 
estud�os (1,5).

El conducto aud�t�vo externo can�no t�ene 
entre 5 a 10 cm de long�tud y una luz de aprox�-
madamente 4 y 5 mm. El conducto vert�cal t�ene 
d�recc�ón ventral y l�geramente rostral antes de 
curvarse para formar un conducto hor�zontal 
más corto, que t�ene d�recc�ón med�al y forma la 
porc�ón hor�zontal del conducto aud�t�vo exter-
no. Como el oído externo es elást�co, es pos�ble 
alinear el conducto auditivo en grado suficiente 
para proceder al examen otoscóp�co. La porc�ón 
vert�cal y la mayor parte de la hor�zontal son 
cart�lag�nosas, pero la más profunda es ósea. 
El conducto aud�t�vo está cub�erto por p�el que 
cont�ene glándulas sebáceas y cerum�nosas y 
folículos p�losos. Las cerum�nosas son glándulas 
sudoríparas tubulares apócrinas modificadas. 
Las secrec�ones comb�nadas de las glándulas 
sebáceas y cerum�nosas forman el cerumen que 
cumple la func�ón de proteger al conducto aud�-
t�vo externo al �nmov�l�zar los objetos extraños y 
contr�buye a mantener la membrana t�mpán�ca 
húmeda y flexible. El conducto auditivo externo 
está separado de la cav�dad del oído med�o por 
la membrana t�mpán�ca sem�transparente. Esta 
cons�ste en un tab�que membranoso, delgado y 
l�geramente opaco. Se ub�ca en un ángulo de 45 
grados en relac�ón con el eje central de la por-
c�ón hor�zontal del conducto aud�t�vo externo. 
Es delgada en el centro y más gruesa cerca de 
la per�fer�a. La porc�ón super�or pequeña es la 
porción flácida y la porción inferior más grande 
es la porc�ón tensa. A excepc�ón de la porc�ón 
fláccida, la membrana es tensa y tiene una in-
serción firme al hueso circundante mediante el 
anillo fibrocartilaginoso. Este se inserta en el 
an�llo óseo del meato acúst�co externo med�ante 
tejido fibroso. El contorno del mango del martillo 
se suele v�sual�zar a través de la membrana t�m-
pán�ca como estrías del mart�llo (4,10).

 La otitis externa es la inflamación aguda o 
crón�ca del canal aud�t�vo desde el pabellón hasta 
la membrana t�mpán�ca, de et�ología mult�facto-
rial, lo que dificulta el diagnóstico y el tratamiento 
(4,9). Una pos�ble compl�cac�ón de la ot�t�s exter-
na es la perforac�ón del tímpano. 

La otitis media es la inflamación del oído 
med�o �ncluyendo la membrana y la bulla t�mpá-
n�cas. Para el d�agnóst�co de las ot�t�s med�as es 
�nd�spensable la v�sual�zac�ón de la membrana 
t�mpán�ca, pero,la mayoría de las veces las ca-
racteríst�cas anatóm�cas del conducto aud�t�vo 
externo, hacen �mpos�ble la v�sual�zac�ón d�recta 

y la endoscop�a ót�ca es �nd�spensable en estos 
casos (7,9). 

El tratam�ento de las ot�t�s crón�cas repre-
senta un gran desafío para el veter�nar�o práct�co 
deb�do al alto porcentaje de rec�d�vas que se ob-
servan rut�nar�amente. El tratam�ento s�ntomá-
t�co de las ot�t�s externas, en base a un examen 
superficial del oído, sin un examen adecuado y en 
profund�dad del conducto aud�t�vo externo (CAE), 
puede resolver algunos casos, pero generalmente 
las respuestas que se observan son temporales y 
parc�ales. Las claves para el tratam�ento ex�toso 
de esta enfermedad son: la �ntervenc�ón tem-
prana, la correcta identificación de la causa y el 
empleo de una terapia específica y apropiada. El 
fracaso en la identificación y tratamiento de la 
causa pr�mar�a o pred�sponente es el mot�vo más 
común de ot�t�s crón�ca recurrente y en muchos 
de los casos se debe a una v�sual�zac�ón �napro-
p�ada del conducto aud�t�vo externo y membrana 
t�mpán�ca (2,3,6,8,11).

La otoendoscop�a es una técn�ca aún no �m-
plementada rut�nar�amente en nuestro med�o.

 El objet�vo de la pr�mera etapa de este 
trabajo es descr�b�r los hallazgos endoscóp�cos 
en oídos de can�nos s�n s�gnos clín�cos de en-
fermedad ót�ca. Esto perm�t�rá poster�ormente, 
identificar las causas primarias y predisponentes 
de las ot�t�s, lo que redundará en la apl�cac�ón de 
terapéuticas específicas acordes a cada caso.

MATERIALES Y MÉTODOS 
En esta pr�mera etapa se real�zaron 25 

otoendoscop�as bajo anestes�a general a can�-
nos que �ngresaron al Serv�c�o de Endoscop�a 
del Hosp�tal Escuela de la Facultad de C�enc�as 
Veter�nar�as de la UNLP para otras práct�cas. 
Se reg�straron los s�gu�entes datos en plan�llas 
elaboradas para tal fin: reseña, antecedentes de 
ot�t�s y/o enfermedades alérg�cas, permeab�l�dad 
del conducto, presenc�a o no de secrec�ones y/o 
exudados , presenc�a de parás�tos y/o cuerpos 
extraños, característ�cas de la pared y de la mem-
brana t�mpán�ca , para poder caracter�zar endos-
cóp�camente el oído de perros s�n enfermedad 
ótica. Se utilizó un fibro gastroscopio pediátrico, 
cuyo d�ámetro externo es de 5 mm (Olympus G�f 
N 30). S�multáneamente a cada pac�ente se le 
tomaron muestras del conducto aud�t�vo externo 
con h�sopo estér�l para real�zar t�nc�ón c�tológ�ca 
(T�nc�ón 15) y t�nc�ón de Gram. 

Tabla 1- Antecedentes de ot�t�s y/o alerg�as.
Table 1- Ot�t�s and/or allergy antecedents

      Antecedentes
Otitis  32 %
Alergias 17 %
Ninguno 51 %
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Foto 1. Pared normal del  conducto aud�t�vo 
externo
Photo 1. Normal v�ew of the ear canal.

Foto 2. Er�tema en pared del conducto aud�t�vo
Photo 2. Erythema �n the ear canal

Foto 3 . V�sta endoscóp�ca de la membrana t�m-
pán�ca.
Photo 3. Endoscop�c v�ew of the t�mpan�c membrane.

RESULTADOS
Se real�zaron 25 estud�os durante el período 

mayo de 2004 a abr�l de 2005. Las edades de los 
can�nos osc�laron entre 3 meses y 12 años. En 
32% de los casos se reg�straron antecedentes de 
ot�t�s (Tabla 1). La permeab�l�dad del conducto 
aud�t�vo estaba conservada en el 88% de los 
can�nos observados. Se observó secrec�ón en el 
92% de los pac�entes. En n�ngún caso se encon-
traron cuerpos extraños o parás�tos. En el 68 % 
la pared del conducto aud�t�vo externo era normal 
(Foto 1), en el 16% había er�tema (Foto 2), en el 
12% estaba ulcerada, y un 4% no era v�s�ble. La 
membrana t�mpán�ca estaba íntegra en el 76% 
de los casos (Foto 3), no v�s�ble en el 20% y en 
un caso (4%) estaba perforada. En el 72% de los 
pac�entes se real�zó estud�o c�tológ�co y t�nc�ón 
de Gram. En el 89% se observaron cocos Gram 
pos�t�vos. En el 45% se observó moderada cant�-
dad de Malassezia sp.

DISCUSIÓN
La ut�l�zac�ón de una técn�ca �nnovadora 

como la otoendoscop�a nos perm�te, en la gran 
mayoría de los casos, v�sual�zar claramente las 
estructuras del conducto aud�t�vo externo y la 
membrana t�mpán�ca. Esto, juntamente con los 
hallazgos c�tológ�cos y de la t�nc�ón de Gram en 
an�males s�n patología ót�ca aparente, nos per-
m�te tener un patrón normal de comparac�ón 
ante la presenc�a de enfermedades clín�cas. En 
la mayoría de los an�males el conducto aud�t�vo 
fue permeable. Se observó la presenc�a de pelos 
y cerumen en las prox�m�dades de la membrana 
t�mpán�ca. La secrec�ón cerum�nosa se observó 
frecuentemente. Los gérmenes comúnmente 
identificados fueron Gram positivos (microbiota 
normal) y Malassezia sp. En algunos an�males 
que no presentaban s�gnos clín�cos se encon-
traron s�n embargo anomalías en la pared del 
conducto y en la membrana t�mpán�ca.
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RESUMEN: En la presente revisión se tratan los procedimientos de evaluación seminal, los 
aspectos más importantes de la criopreservación de semen en el perro y el alcance de la 
valoración in vitro de la calidad de semen al descongelado. Se realiza también la evaluación 
de los alcances de la inseminación artificial con semen criopreservado en esta especie.

PALAbRAS CLAVES: Semen congelado-cr�opreservac�ón-evaluac�ón de semen- can�nos

FERTILITY AND SURVIVAL OF CANINE 
SEMEN CRIOPRESERVATION

ABSTRACT: Semen evaluation, crioprerservation, and artificial insemination with frozen se-
men in canines are reviewed. Factors influencing the fertility of stored semen and methods 
used for improvement are discussed. 

KEY WORDS: Frozen semen-cr�opreservat�on- semen evaluat�on-can�ne
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INTRODUCCIÓN
El aumento del valor y las pos�b�l�dades de 

comerc�al�zac�ón de los cachorros de pura raza 
así como el aumento de la �mportanc�a de la cría 
can�na tanto desde el punto de v�sta económ�co, 
recreat�vo o para la obtenc�ón de perros de tra-
bajo ha �mpulsado el desarrollo e �mplementa-
c�ón de las b�otecnologías reproduct�vas en esta 
espec�e. 

La Inseminación Artificial (IA) ha beneficia-
do el mejoram�ento genét�co en los perros de raza 
pura. El desarrollo de IA (la pr�mera generac�ón 
de b�otecnologías reproduct�vas), junto con la 
cr�opreservac�ón de semen ha hecho pos�ble la 
d�str�buc�ón por el mundo de mater�al genét�co 
a un bajo costo. D�versas metodologías de cr�o-
preservac�ón de semen, se están apl�cando cada 
vez con más frecuencia con el fin de establecer 
bancos de reserva genét�ca para conservar las d�-
ferentes espec�es en el futuro (1). Las espec�es en 
vías de ext�nc�ón son los pr�nc�pales �mpulsores 
y receptores de esta corr�ente (2).

La pr�mera comun�cac�ón de IA en can�nos 
fue real�zada en 1887 por Lazzaro Spallanzan� 
qu�en ut�l�zó semen fresco (3, 4, 5). S�n embargo 
fue muchos años más tarde cuando este tóp�co 
se conv�rt�ó en foco de �nterés para la �nvest�ga-
c�ón. En 1956, Harrop (6) comun�ca que una de 
se�s perras �nsem�nadas con semen refr�gerado 
después de se�s días de almacenam�ento resultó 
preñada. En 1954, Rowson (7) notifica la primera 
congelac�ón de semen ex�tosa en can�nos y más 
tarde en 1969, Seager (8) obt�ene la pr�mera 
preñez con semen congelado en perros. Desde 
la ocurrenc�a de estos eventos, el �nterés de los 
cr�adores can�nos en la IA y la cr�opreservac�ón 
de semen han aumentado en forma crec�ente. 
Es así que en el mundo, por aprox�madamente 
5 décadas, muchas camadas han nac�do a part�r 
de IA con semen fresco, refr�gerado y congelado. 
S�n embargo las tasas de preñez obten�das a 
part�r de IA usando semen congelado son aún 
poco sat�sfactor�as y esto ocurre en part�cular 
con las obten�das bajo cond�c�ones clín�cas.  En la 
clín�ca reproduct�va d�ar�a las var�ables asoc�adas 
al manejo del semen en la descongelac�ón, a la 
técn�ca de IA �mplementada y a la detecc�ón del 
momento de mayor fert�l�dad están fuertemente 
influenciadas por el entrenamiento del operador 
actuante, a la �nfraestructura de la clín�ca en la 
que se real�za el proced�m�ento y al estado de 
salud y nutr�c�ón de los reproductores ut�l�zados 
(9, 10, 11, 12, 13). Estos hechos se relac�onan 
tanto con las particularidades de la fisiología 
reproduct�va de la hembra como con la espec�al 
sens�b�l�dad del semen can�no a los procesos de 
cr�opreservac�ón y la falta de desarrollo en este 
área. (12, 14). Es así que son necesar�as �nves-
t�gac�ones d�r�g�das a mejorar la hab�l�dad para 
mantener la capac�dad fecundante del semen 

congelado en can�nos y obtener así tasas de pre-
ñez y tamaños de camada sat�sfactor�os. 

Para que sea pos�ble la �nteracc�ón óvulo-
espermatozo�de y el com�enzo de una nueva v�da, 
un número suficiente de espermatozoides fértiles 
debe arr�bar a la ampolla para encontrarse con los 
ooc�tos y que ocurra así la secuenc�a de eventos 
necesar�os para la fert�l�zac�ón (15, 16). 

EVALUACIÓN DE LA CALIDAD SEMI-
NAL Y PREDICCIÓN DE LA CAPACIDAD 
FECUNDANTE 

Ex�sten una gran var�edad de pruebas de 
laborator�o que han s�do desarrolladas para eva-
luar la cal�dad del semen (�ntegr�dad espermát�ca 
y capac�dad fecundante) usado para IA, y predec�r 
así la capac�dad fecundante del m�smo. El uso 
de estas pruebas en forma comb�nada puede 
aumentar la exact�tud en la est�mac�ón de la 
func�ón espermát�ca. S�n embargo, es �mpos�ble 
reemplazar las pruebas de campo, pues las prue-
bas in vitro nunca podrán predec�r exactamente 
que ocurr�rá cuando se encuentren óvulo y es-
permatozo�de in vivo (15, 17). Los métodos más 
prec�sos para evaluar la capac�dad de fecundante 
del semen luego de ocurr�do un proceso de cr�o-
preservac�ón son las pruebas de campo, es dec�r 
la �nsem�nac�ón de un gran número de hembras 
(18). Este hecho fue pos�ble en los an�males de 
granja (19, 20, 21). S�n embargo, en pequeños 
an�males las pruebas de fert�l�dad a campo son 
d�fíc�les de �mplementar ya que usualmente solo 
un pequeño número de hembras está d�spon�ble 
para el estud�o, razón por la cual poseen baja 
sens�b�l�dad. 

PRUEBAS DE CONTRASTACIÓN SE-
MINAL

Las pruebas in vitro de evaluac�ón sem�nal 
pueden relac�onarse con la morfología o v�ab�l�dad 
espermát�ca (22). Las pruebas que se relac�onan 
con el estud�o morfológ�co del espermatozo�de se 
considera que reflejan la producción espermática 
y el almacenam�ento extragonadal. Las pruebas 
que evalúan la v�ab�l�dad espermát�ca proveen 
�nformac�ón no solo de la cal�dad espermát�ca del 
semen produc�do s�no tamb�én del efecto causado 
por el estrés de la recolecc�ón y la cr�opreser-
vac�ón (23, 24). Los procesos de congelac�ón y 
descongelac�ón someten a los espermatozo�des 
a d�ferentes t�pos de estrés provocando daños 
de membrana, alterac�ón del metabol�smo es-
permát�co y pérd�da de la mot�l�dad, factores que 
afectan la capac�dad fecundante del semen (25, 
26, 27, 28). 
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EVALUACIÓN DE LAS MEMBRANAS 
ESPERMÁTICAS

Se cons�dera que el pr�nc�pal s�t�o de daño 
asoc�ado a los camb�os de temperatura son las 
membranas espermát�cas (27, 28). La reducc�ón 
de la fert�l�dad asoc�ada al semen congelado es 
atr�bu�da en gran parte a la alterac�ón de la es-
tructura y func�ón de las membranas durante 
los procesos de refr�gerac�ón, congelac�ón y des-
congelac�ón (25, 27, 33). Para poder �nteractuar 
con el ovoc�to, los espermatozo�des deben estar 
v�vos, mot�les y poseer las membranas plasmá-
t�ca y acrosomal �ntactas y func�onales. Ex�sten 
var�adas metodologías que pueden ut�l�zarse 
para estud�ar la v�ab�l�dad espermát�ca e �nte-
gr�dad de membrana. Una de estas metodologías 
está representada por t�nc�ones que perm�ten 
d�ferenc�ar espermatozo�des v�vos de esperma-
tozo�des muertos en base a la permeab�l�dad de 
membrana a los colorantes v�tales. Las células 
cuya membrana plasmát�ca es func�onal y por lo 
tanto conservan la permeab�l�dad select�va, no 
perm�ten el paso del colorante y se observan no 
teñ�das. Por el contrar�o cuando la membrana 
plasmát�ca está alterada y p�erde la permeab�l�-
dad select�va, perm�te el paso del colorante y la 
célula se observa teñ�da (watson 1990) Algunos 
ejemplos de colorac�ones v�tales son eos�na-n�-
gros�na, eos�na azul de an�l�na, azul tr�pán (34). 
Ex�sten tamb�én t�nc�ones que perm�ten evaluar 
s�multaneamente v�ab�l�dad espermát�ca e �n-
tegr�dad acrosomal. La tr�ple t�nc�ón ut�l�zando 
azul tr�pán, marrón b�smark y rosa de bengala 
perm�te observar s� la membrana plasmát�ca de 
la célula conserva la permeab�l�dad select�va no 
perm�t�endo el paso del paso del azul tr�pán así 
como tamb�én la �ntegr�dad del acrosoma el cual 
s� está presente en la célula se teñ�rá con rosa 
de bengala pud�endo observarse s� está íntegro o 
s� está dañado (3, 5). Tamb�én pueden emplear-
se sustancias fluorescentes permeables como 
marcadores de �ntegr�dad de membrana, por 
ejemplo yoduro de prop�d�o o b�sbenc�m�da (pro-
p�d�um �od�de o b�s-benz�m�de) comb�nado con 
Isotiocianato de fluoresceina usando microscopio 
de fluorescencia. Los espermatozoides que han 
perd�do la permeab�l�dad select�va de membrana 
dejan pasar al yoduro de prop�d�o y se observan 
rojos (35). La aplicación del citómetro de flujo 
perm�te real�zar una evaluac�ón exacta y objet�va 
de la célula espermát�ca med�ante la apl�cac�ón de 
pruebas fluorescentes (36). Sin embargo el costo 
de los equ�pos �mp�de el uso de esta técn�ca en 
muchos laborator�os de �nvest�gac�ón y centros 
comerc�ales. Una prueba senc�lla, poco costosa 
y que posee buena correlac�ón con la capac�dad 
fecundante del semen es la prueba de endósmos�s 
pos�t�va (EP). En esta prueba los espermatozo�des 
son expuestos a una soluc�ón h�potón�ca la cual 
produce el h�ncham�ento celular por entrada de 

agua a la célula, �nduc�endo de esta manera el 
enrollam�ento de la cola de los espermatozo�des 
que poseen membrana plasmát�ca �ntacta (37, 
38). 

Los procesos de cr�opreservac�ón afectan la 
�ntegr�dad acrosóm�ca. El acrosoma debe estar 
�ntacto en el momento de la �nsem�nac�ón deb�do 
a que la reacc�ón acrosóm�ca debe ocurr�r en el 
s�t�o donde ocurra la fert�l�zac�ón. La morfolo-
gía acrosóm�ca puede ser observada med�ante 
m�croscop�o de contraste de fase, m�croscop�o 
electrón�co de transm�s�ón, lect�nas marcadas 
con sustancias fluorescentes y anticuerpos mo-
noclonales (39,40). Dentro de las lect�nas mar-
cadas con fluorescentes, el Pisum sativum (PSA) 
conjugado con �s�ot�oc�anato de fluoresceína 
(FITC) es el más usado para detectar camb�os 
acrosomales mediante el uso de pruebas fluores-
centes (39). El PSA se une en forma select�va a 
las proteínas acrosomales de los espermatozo�des 
de los mamíferos perm�t�endo v�sual�zar la �nte-
gr�dad acrosóm�ca a través de su conjugac�ón 
con el FITC (41).

MOTILIDAD
La mot�l�dad espermát�ca se evalúa antes y 

después de la cr�opreservac�ón. Los espermato-
zo�des neces�tan ser mot�les y capaces de sufr�r 
h�peract�vac�ón para lograr alcanzar y penetrar 
las capas que rodean al ovoc�to cuando ambas cé-
lulas se encuentran en el ov�ducto. La est�mac�ón 
v�sual de la mot�l�dad es el método más s�mple y 
menos costoso para evaluar la cal�dad sem�nal. 
S�n embargo debe tenerse en cuenta que es el 
parámetro más influenciable por el operador (22). 
El s�stema de anál�s�s computar�zado de semen 
(CASA, Computer ass�sted semen analys�s) com-
b�na una cámara termostat�camente controlada 
(cámara de Makler en la que se depos�ta una 
alícuota de semen y se mant�ene la temperatur a 
37°C durante el examen), un s�stema ópt�co con 
�lum�nac�ón de contraste de fases, un detector 
de �mágenes, un conversor d�g�tal, un s�stema de 
computac�ón y un mon�tor de v�deo. Este s�stema 
perm�te med�r el porcentaje de espermatozo�des 
móv�les, el porcentaje de espermatozo�des con 
mov�l�dad progres�va y la veloc�dad de mov�m�en-
to. El uso del s�stema CASA   provee med�c�o-
nes más objetivas y confiables de la motilidad 
espermát�ca (29, 30) y perm�te no solo evaluar 
mot�l�dad espermát�ca s�no tamb�én d�ferenc�ar 
sub-poblac�ones en relac�ón al t�po de mot�l�dad 
espermát�ca (e.g. espermatozo�des que muestran 
mov�m�entos l�neales o de h�peract�v�dad) (31). S�n 
embargo, el s�stema CASA es costoso y neces�ta 
una exacta cal�brac�ón (32). S� b�en, la mot�l�dad 
es solo uno de los muchos atr�butos de un esper-
matozo�de fért�l, fue el pr�mer atr�buto ut�l�zado y 
s�gue s�endo el más frecuentemente usado como 
�nd�cador de la func�ón espermát�ca.
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Proceso de criopreservación espermá-
tica

El semen puede ser conservado med�ante 
refr�gerac�ón o congelac�ón. La refr�gerac�ón d�s-
m�nuye la tasa metaból�ca y prolonga la sobrev�da 
espermát�ca. Los d�luyentes de semen ut�l�zados 
para refr�gerac�ón protegen las membranas esper-
mát�cas de los daños causados por los camb�os de 
temperatura, proveen energía, estab�l�zan el pH 
y la pres�ón osmót�ca (26). La yema de huevo es 
un componente hab�tual de los d�luyentes para 
semen deb�do a que sus fosfolíp�dos y proteínas 
de baja dens�dad protegen al espermatozo�de 
del shock de frío (42, 43). En 1956, Harrop (6) 
comun�ca la pr�mera preñez en can�nos con se-
men refr�gerado a 4º C durante 4 días usando un 
d�luyente a base de leche. Desde entonces var�os 
d�luyentes han s�do probados para su uso con 
semen can�no (44, 45, 46). Uno de los d�luyentes 
más comúnmente usados es el Tr�s-c�trato conte-
n�endo 20% de yema de huevo (TYH) (45, 78), el 
cual perm�te el uso de semen refr�gerado con bue-
na capac�dad fecundante durante 24-48 horas 
pos-refr�gerac�ón, obten�éndose porcentajes de 
preñez aceptables (62,5%; Fosberg 91, 46). Este 
d�luyente se ha comparado in vitro con d�luyentes 
preparados en base a leche y yema de huevo; y 
crema de leche y yema de huevo, observándose 
resultados s�m�lares en cuanto a la conservac�ón 
de mot�l�dad espermát�ca e �ntegr�dad de mem-
brana (46). El MRA® (glucosa, EDTA, c�trato de 
sod�o, acetato de potas�o, am�noglucós�dos, ex-
c�p�ente tampón), es un d�luyente que pos�b�l�ta 
buena conservac�ón del semen porc�no tanto en 
relac�ón a la v�ab�l�dad espermát�ca como a la 
preservac�ón de la capac�dad fecundante (27, 48). 
Este d�luyente con el agregado de 20% de yema de 
huevo perm�t�ó obtener en can�nos, parámetros 
sem�nales (porcentaje de espermatozo�des v�vos,  
porcentaje de espermatozo�des con mot�l�dad 
progres�va, porcentaje de espermatozo�des con 
acrosoma intacto) significativamente mayores que 
el TYH cuando el semen fue refr�gerado durante 
24, 48 o 72 hs tanto a 4º C como 15º C (78). Se 
ha observado que la longev�dad del semen can�no 
es significativamente mayor a 4º C que a 22º C 
(47). S�n embargo no se observaron d�ferenc�as 
significativas cuando se conservó a 4º C o 15º 
C (78).

Tanto el t�po de d�luyente usado como la 
temperatura de almacenado son factores que 
poseen gran influencia sobre la capacidad fe-
cundante del semen luego de la refr�gerac�ón 
(50). El semen refr�gerado, no requ�ere el uso de 
equipos sofisticados para su preparación y puede 
ut�l�zarse med�ante la apl�cac�ón de IA vag�nal (2, 
12). Para la refr�gerac�ón se colecta la fracc�ón 
espermát�ca del semen can�no y se la mezcla con 
el d�luyente eleg�do, el cual debe encontrarse a 

la temperatura del semen en el momento de la 
d�luc�ón. Entre semen y d�luyente debe respetarse 
una relac�ón 1:3 o 1:4. El semen así preparado 
puede refr�gerarse a 4 °C o 15°C y ut�l�zarse 
para IA lográndose tasas de preñez aceptables 
durante las pr�meras 24-48 h. Prev�o a la IA el 
semen refr�gerado debe alcanzar lentamente la 
temperatura amb�ente (12). 

La ut�l�zac�ón de semen refr�gerado con 
d�luyentes protectores como el tr�s-buffer con 
el agregado de 20 % de yema de huevo perm�te 
conservar espermatozo�des con buena capac�dad 
fecundante por un período de tiempo suficiente 
para trasladar el semen e �nsem�nar an�males 
ubicados en localizaciones geográficas distan-
tes. Esto hace pos�ble la IA de una hembra con 
el semen de un macho que se encuentre en otra 
prov�nc�a u otro país l�mítrofe o cercano con mí-
n�mo gasto y baja complej�dad de manejo. De esta 
manera se amplían las pos�b�l�dades de uso de 
un reproductor, perm�t�endo la comerc�al�zac�ón 
de semen y fac�l�tando el �ntercamb�o genét�co 
entre d�ferentes establec�m�entos (40).

Hasta hace poco t�empo, se pract�caba IA 
exclus�vamente con semen fresco, poster�ormen-
te comenzó a ut�l�zarse semen refr�gerado. En 
muchos países de Europa así como en Estados 
Un�dos la IA con semen refr�gerado es una prác-
t�ca rut�nar�a, s�n embargo no ocurre lo m�smo 
en Sudamér�ca. 

Este método de cr�opreservac�ón de semen 
puede ser �mplementado con bajo costo, fác�l 
manejo y moderada �nfraestructura, factores que 
pueden determ�nar, en el futuro, su uso rut�nar�o 
en Sudamér�ca, mejorando así las pos�b�l�dades 
del uso del semen de reproductores val�osos. 

Los procesos de congelac�ón-descongela-
c�ón resultan en reducc�ón de la fert�l�dad del 
semen cr�opreservado s� lo comparamos con el 
semen fresco. Este hecho es el resultado tanto de 
la pérd�da de v�ab�l�dad espermát�ca (poblac�ón 
de espermatozo�des muertos) como de las altera-
c�ones func�onales �nstauradas en la poblac�ón 
sobrev�v�ente (28). 

Los espermatozo�des cr�opreservados ex-
hiben modificaciones de membrana similares a 
las ocurr�das en espermatozo�des capac�tados, 
d�chos eventos reducen la longev�dad espermát�ca 
(51). Estos camb�os s�m�lares a la capac�tac�ón 
espermát�ca están relac�onados con eventos que 
desestab�l�zan las membranas. Un aumento de la 
tasa de concepc�ón puede lograrse mejorando los 
métodos de cr�opreservac�ón tratando de preve-
n�r o m�n�m�zar la ocurrenc�a de los eventos que 
desestab�l�zan las membranas y aumentando así 
la cant�dad de espermatozo�des con capac�dad 
fecundantes en la poblac�ón de espermatozo�des 
sobrev�v�entes luego del proceso de cr�opreser-
vac�ón (27, 28). Ex�sten var�ados t�pos de daños 
asoc�ados tanto al enfr�am�ento prop�amente 
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d�cho como a los componentes de un d�luyente. 
Estos daños están relac�onados con los  camb�os 
de temperatura (shock de frío), la tox�c�dad de los 
cr�oprotectores y la formac�ón y d�soluc�ón de h�e-
lo en el med�o amb�ente extracelular (26,52, 53, 
54, 55). Cada paso del protocolo de cr�opreserva-
c�ón podría afectar la estructura de la membrana 
así como el metabol�smo y la func�ón celular. S�n 
embargo los pasos están �nterrelac�onados entre 
sí y un cambio en uno de ellos puede modificar 
el efecto de otras var�ables (56).

Las pr�meras preñeces obten�das en can�-
nos a part�r de IA con semen congelado fueron lo-
gradas ut�l�zando lactosa y un d�luyente con base 
Tr�s (8, 57,). Desde entonces, var�ados d�luyentes 
han s�do evaluados para su uso en can�nos, s�n 
embargo los d�luyentes en Tr�s Base son aún los 
usados más frecuentemente (3, 57, 58, 59, 60, 
61, 62, 63, 64,). En la actual�dad, el gl�cerol es el 
cr�oprotector usado con más frecuenc�a en la pre-
parac�ón de d�luyentes de semen, hab�endo s�do 
ut�l�zado tamb�én el d�met�lsulfox�do (DMSO) (61, 
65). Ex�sten otros compuestos como el duodec�l 
sulfato de sod�o (SDS), gl�c�na beta�na, prol�na 
y met�lxant�nas que han s�do �nclu�dos en los 
d�luyentes ut�l�zados para congelac�ón de semen 
can�no (64,66, 67, 68,.

La yema de huevo es el componente más 
efect�vo para proteger al espermatozo�de del 
shock de frío y es generalmente �nclu�do en los 
d�luyentes ut�l�zados para cr�opreservac�ón. Este 
componente prev�ene la apar�c�ón de colas dobla-
das y protege la mot�l�dad (69, 70). El compuesto 
act�vo en la yema de huevo es la fracc�ón de l�po-
proteína de baja dens�dad, una molécula de alto 
peso molecular que solo puede actuar en la super-
ficie celular (54). Se ha comprobado que la acción 
de c�ertos detergentes sobre las l�poproteínas de 
la yema de huevo mejora el efecto cr�oprotector 
de los d�luyentes de semen en algunas espec�es 
(68, 71, 72, 73). Compuestos detergentes que 
cont�enen dodec�l sulfato de sod�o (SDS) solos 
o como un componente del Equex STM® paste 
(detergente comerc�al) han s�do �nclu�dos en d�-
luyentes de semen usados para la congelac�ón de 
semen can�no (12, 43, 74, 75). Se observó que la 
ad�c�ón de Equex STM paste a un d�luyente con 
base Tr�s mejora la superv�venc�a espermát�ca al 
descongelado (64, 68, 40) así como la capac�dad 
espermát�ca para un�rse a la zona pelúc�da de 
ovoc�tos homólogos (76, 77, 78). Peña (68), ob-
servó un efecto benéfico en todos los indicadores 
de v�ab�l�dad espermát�ca al ut�l�zar dos pasos de 
d�luc�ón en el protocolo de congelac�ón cuando 
�ncorpora Equex STM paste al d�luyente. S�n 
embargo no se ha evaluado el efecto de d�ferentes 
concentrac�ones de Equex STM paste sobre la 
v�ab�l�dad espermát�ca al descongelado. Notlh�ng 
(79) obtuvo altos porcentajes de preñez med�ante 
IA �ntravag�nal con semen cr�opreservado ut�l�-

zando un d�luyente con el agregado de Equex 
STM paste. Así m�smo Rota (80) obtuvo buenos 
resultados utilizando inseminación artificial in-
travag�nal e �ntrauter�na con semen congelado 
ut�l�zando Equex STM paste. S�n embargo no 
ex�sten estud�os de fert�l�dad en relac�ón con las 
concentrac�ones de Equex STM paste ut�l�zadas 
en la formulac�ón de los d�luyentes. 

D�ferentes t�pos de azúcares han s�do �n-
clu�dos en los d�luyentes usados para congelac�ón 
de semen can�no (81, 82). Los azúcares ut�l�zados 
poseen var�adas func�ones tales como proveer un 
sustrato energét�co para las células espermát�cas 
durante la �ncubac�ón, mantener la pres�ón osmó-
t�ca del d�luyente y actuar como cr�oprotectores 
(83). Se ha estudiado la influencia de los azúcares 
(monosacár�dos, d�sacár�dos, tr�sacár�dos), sobre 
la mot�l�dad, v�ab�l�dad y porcentaje de acroso-
mas �ntactos durante la d�luc�ón, equ�l�brac�ón 
y congelac�ón de espermatozo�des can�nos (83). 
La suplementac�ón del d�luyente con azúcares 
influencia la calidad espermática pos-equilibra-
c�ón y pos-descongelac�ón. El t�po y local�zac�ón 
del �mpacto protector del azúcar sobre la célula 
espermát�ca varía de acuerdo al t�po de azúcar 
ut�l�zado (83, 84, 85, 86, 87). 

La trealosa es usada como una molécula 
protectora en la estab�l�zac�ón celular durante 
la congelac�ón. Durante la congelac�ón ocurren 
fenómenos de desh�dratac�ón celular. Este azúcar 
es acumulado en altas concentrac�ones (supe-
r�ores al 20%) en muchos organ�smos capaces 
de sobrev�v�r a la desh�dratac�ón completa. Por 
ejemplo las levaduras ut�l�zadas en panadería, las 
cuales han s�do han s�do estud�adas exhaust�-
vamente, no sobrev�ven a la desecac�ón durante 
la fase de crec�m�ento logarítm�co (en la cual no 
poseen cantidades significativas de trealosa), pero 
durante la fase estac�onar�a ellas acumulan este 
azúcar y pueden desecarse sat�sfactor�amente 
(88, 89). 

Se ha comunicado el efecto benéfico en 
la v�ab�l�dad espermát�ca al descongelado en 
espermatozo�des de carnero y equ�no cuando el 
d�luyente es suplementado con trealosa (90, 91, 
92). Este d�sacár�do posee un efecto protector 
relac�onado con el efecto osmót�co que produce 
y su interacción específica con los fosfolípidos de 
membrana (85, 86). 

Por debajo de aprox�madamente –5 ºC, las 
células y el med�o que las rodea permanece no 
congelado grac�as al superenfr�am�ento y al des-
censo del punto de congelac�ón produc�do por los 
solutos protectores presentes frecuentemente en 
el med�o externo. Es así que el conten�do de la 
célula permanece no congelado y superenfr�ado, 
presum�blemente pues la membrana plasmát�ca 
bloquea el desarrollo de cr�stales de h�elo den-
tro del c�toplasma. El agua superenfr�ada de la 
célula, tiene por definición un potencial químico 
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mayor que el agua parc�almente congelada ex�s-
tente en el exter�or de la célula. El med�o externo 
de la célula como consecuenc�a de la congelac�ón 
parc�al y de la formac�ón de cr�stales de h�elo, 
posee una concentrac�ón de solutos mayor en la 
fracc�ón líqu�da externa que antes de la forma-
c�ón de los cr�stales de h�elo (87). Esto determ�na 
que el med�o externo que rodea a la célula posea 
una mayor pres�ón osmót�ca que el med�o celular 
�nterno. En respuesta a los fenómenos ocurr�dos 
y a las diferencias fisicoquímicas entre el medio 
�nterno y externo el agua sale de la célula y se 
congela externamente. S� el enfr�am�ento es su-
ficientemente lento, la célula es capaz de perder 
agua y concentrar suficientemente los solutos 
para el�m�nar el superenfr�ado y mantener el 
potenc�al quím�co del agua �ntracelular en equ�-
l�br�o con el agua extracelular. El resultado es 
que la célula se desh�drata y no se congela en 
su �nter�or (93).

Los azúcares no permeables (trealosa, lac-
tosa, sacarosa, rafinosa) brindan un medio hiper-
tón�co causando desh�dratac�ón celular antes de 
la congelac�ón (85, 88, 94). Este efecto osmót�co 
d�sm�nuye el agua �ntracelular congelable y en 
relac�ón a esto la cuantía de daño celular por la 
cr�stal�zac�ón del h�elo (91, 95). 

El mayor grado de estrés sufr�do por los 
fosfolíp�dos de la b�capa l�píd�ca de la membrana 
resulta en una trans�c�ón de fase termotróp�ca, 
fus�ón y aumento de la permeab�l�dad de mem-
brana. Deb�do a que el agua, l�gada al h�drógeno 
de los grupos polares de las cabezas, es remov�da 
por la desh�dratac�ón aumenta la temperatura 
de trans�c�ón (Tm) de gel a líqu�do cr�stal�no. S�n 
embargo la solub�l�dad fosfol�píd�ca de la fase gel 
está s�empre d�sm�nu�da relat�vamente en com-
parac�ón con lo que se observa en la fase líqu�da 
cr�stal�na y podrían ex�st�r d�ferenc�as de sens�b�-
l�dad en la Tm en el estado de h�dratac�ón lo cual 
puede resultar en separac�ón fosfol�píd�ca (85). La 
trealosa posee una acc�ón protectora relac�onada 
con su interacción específica con los fosfolípidos 
de membrana (84, 85, 88, 96) y puede ser capaz 
de preven�r la separac�ón de fase y la fus�ón en-
tre las b�capas durante la congelac�ón (14). Este 
azúcar muestra una �nteracc�ón d�recta con los 
fosfolíp�dos de las cabezas de los grupos polares 
durante la desecac�ón y congelac�ón, reduc�endo 
las fuerzas de Van der Waals entre las cadenas 
h�drocarbonadas que se relac�onaría con la d�sm�-
nuc�ón de Tm (84, 96). El agregado de trealosa al 
d�luyente ut�l�zado para la congelac�ón de semen 
can�no podría mejorar la v�ab�l�dad espermát�ca 
al descongelado (97). 

El espermatozo�de es una célula altamente 
espec�al�zada con una membrana plasmát�ca que 
no solo ayuda a mantener la �ntegr�dad celular 
s�no tamb�én part�c�pa en los eventos de fus�ón 
de membrana asoc�ados con la fert�l�zac�ón (98). 

La membrana plasmát�ca es cons�derada como 
el s�t�o donde se �n�c�a la �njur�a �nduc�da por la 
congelac�ón (99). En humanos, la �ntegr�dad de la 
membrana plasmát�ca y acrosóm�ca fue estud�a-
da med�ante m�croscop�o electrón�co de transm�-
s�ón (MET) y se observó una correlac�ón pos�t�va 
entre los daños observados y la fert�l�dad (100). 
En can�nos se han estud�ado los camb�os ultraes-
tructurales presentes en las cabezas espermát�-
cas usando MET ( 40). Cuando se compararon 
los dos métodos de congelac�ón (Congelac�ón en 
termo de n�trógeno vs congelac�ón sobre vapores 
de n�trógeno líqu�do) ut�l�zados para cr�opreser-
var semen en can�nos (44,80) no se observaron 
d�ferenc�as entre los métodos, y n�ngún método 
provocó daño más extenso que el otro, n� mejo-
ró significativamente la calidad espermática al 
descongelado. S�n embargo en ambos métodos 
se observaron �mportantes camb�os a n�vel de 
las cabezas en el semen congelado, lo cual puede 
causar reduc�da longev�dad espermát�ca y expl�-
car las bajas tasas de concepc�ón obten�das con 
IA �ntavag�nal en comparac�ón con IA �ntrauter�na 
cuando se usa semen congelado (40, 101). Estu-
d�os d�r�g�dos a caracter�zar el t�po y extens�ón de 
los camb�os ultraestructurales presentes en es-
permatozo�des can�nos congelados con d�ferentes 
d�luyentes podrían ayudar a desarrollar nuevos 
d�luyentes pred�c�endo en forma más segura la 
fert�l�dad de ese semen. El semen congelado pue-
de ser almacenado por largo t�empo en bancos 
de semen y preservar así mater�al genét�co, es 
así que un reproductor puede ser usado mucho 
t�empo después de su muerte.

INSEMINACIÓN ARTIFICIAL CON SE-
MEN CONGELADO

Tres puntos conforman las llaves del éx�to 
para obtener buenos resultados con la �mplemen-
tac�ón de IA en can�nos: 1) Determ�nac�ón del 
momento ópt�mo para la IA, 2) Uso de semen de 
buena cal�dad, 3) Uso de una adecuada técn�ca 
de IA (12). 

El semen congelado luego de la descon-
gelac�ón posee una v�da mucho más corta que 
el semen fresco, deb�do a que los protocolos de 
cr�opreservac�ón producen un número potenc�al 
de factores de estrés que pueden produc�r var�a-
dos camb�os en el espermatozo�de (102, 103). Es 
así que en can�nos, s� se usa semen congelado, 
la IA debe real�zarse entre el día 4 y 7 del estro, 
ya que este es el período ópt�mo para la con-
cepc�ón. En este momento, el espermatozo�de 
posee altas probab�l�dades de �nteracc�onar con 
ovoc�tos fért�les en relac�ón al t�empo de v�da de 
los m�smos (10).  

La IA debe ser real�zada con un núme-
ro de espermatozo�des v�vos y competentes al 
descongelado suficientes para obtener una alta 
probab�l�dad de fert�l�zac�ón. Es por esto que debe 
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cons�derarse un protocolo de cr�opreservac�ón 
que no solo logre una gran poblac�ón de sobrev�-
v�entes s�no tamb�én la �ntegr�dad de las células 
que la conforman (102). En el perro se est�ma que 
entre 150 y 200 X 106 espermatozo�des v�ables al 
descongelado son necesar�os para obtener tasas 
aceptables de preñez (34).

Deb�do a la corta sobrev�da de los esper-
matozo�des congelados en comparac�ón con el 
semen fresco, el uso de IA �ntrauter�na aumenta 
las pos�b�l�dades de preñez. La �nsem�nac�ón art�-
ficial intrauterina puede realizarse depositando el 
semen en el útero, a través de la cateter�zac�ón de 
cerv�x o �noculándolo d�rectamente en el cuerpo 
o cuernos uter�nos en forma qu�rúrg�ca. S� b�en 
la IA con semen fresco es una práct�ca usada 
rut�nar�amente en la reproducc�ón de pequeños 
an�males, no ocurre lo m�smo con la IA con se-
men cr�opreservado (refr�gerado o congelado). S�n 
embargo, el cont�nuo estud�o de los factores que 
pos�b�l�tan una mejor cr�opreservac�ón de semen 
relac�onados con los procesos de refr�gerado, con-
gelado y descongelado, pos�b�l�tarán en el futuro 
la apl�cac�ón frecuente de esa b�otecnología. 

CONCLUSIONES
La ut�l�zac�ón de d�luyentes que perm�tan 

conservar el semen can�no refr�gerado logrando 
altos porcentajes de espermatozo�des v�vos con 
mot�l�dad progres�va e �ntegr�dad acrosóm�ca 
durante 2 a 5 días, hará pos�ble el traslado de 
semen a d�ferentes puntos de nuestro país e �n-
cluso a países l�mítrofes o cercanos. Esto ev�tará 
el traslado de an�males para la real�zac�ón de 
serv�c�o natural, d�sm�nuyendo los costos y es-
fuerzo que esto �mpl�ca. Es �mportante destacar 
que el proceso de refr�gerac�ón de semen can�no 
es de bajo costo y fác�l real�zac�ón, pud�endo �m-
plementarse con mín�mo equ�pam�ento y mode-
rado entrenam�ento del operador. Por otro lado, 
el semen refr�gerado puede ut�l�zarse real�zando 
IA �ntravag�nal, técn�ca poco costosa y de baja 
complej�dad. La �mplementac�ón de técn�cas de 
refrigeración de semen e inseminación artificial 
con semen refr�gerado en nuestro país perm�t�rá 
a los Méd�cos Veter�nar�os de práct�ca pr�vada 
br�ndar un nuevo serv�c�o, aumentar sus �ngresos 
y mejorar su práct�ca d�ar�a.

Procesos adecuados de cr�opreservac�ón 
determ�narán un porcentaje reduc�do de células 
con membrana espermát�ca dañada y una mayor 
sobrev�da de los espermatozo�des en el tracto ge-
n�tal femen�no. La conservac�ón de la �ntegr�dad 
estructural y de la fisiología espermática forma 
parte de los factores que perm�ten altos porcen-
tajes de preñez y un mayor tamaño de camada. 
Con el desarrollo de la cr�opreservac�ón de semen 
junto con la determ�nac�ón exacta del momento 
de mayor fert�l�dad de la hembra y una adecuada 
técn�ca de IA, esta b�otecnología br�ndará grandes 

pos�b�l�dades en el futuro.
Por otra parte la congelac�ón de semen 

can�no apl�cando metodologías que perm�tan ob-
tener porcentajes aceptables de espermatozo�des 
v�ables al descongelado hará pos�ble �ntroduc�r 
esta b�otecnología en nuestro med�o. S� b�en el 
proceso de congelac�ón de semen can�no requ�ere 
un moderado costo, equ�pam�ento, �nfraestruc-
tura y entrenam�ento del operador, su ut�l�zac�ón 
med�ante IA puede ser apl�cada en la práct�ca 
reproduct�va d�ar�a. 
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Resumen: La inducción de ciclos estrales puede implementarse en aquellas perras con diag-
nóstico de intervalos interestrales prolongados no relacionados con enfermedad subyacente. 
Así mismo la inducción de ciclos estrales puede también utilizarse para lograr nacimientos en 
épocas del año en que aumenta notablemente la demanda de cachorros en el mercado. Por 
otra parte la inducción y sincronización de ciclos son prerrequisitos para los programas de 
transferencia embrionaria. Los métodos comunicados para la inducción de estro en la perra 
incluyen: 1) combinación de gonadotrofinas (eCG y hCG o hMG), gonadotrofinas de la pituitaria (FSH 
y LH) o dietilestibestrol. y FSH, 2) Utilización de GnRH y sus agonistas (buserelina y cistorelina) 
o superagonistas (nafarelina, lutrelina),. 3) Utilización de prostaglandinas para inducir luteólisis y 
acortar el diestro. 4) Terminación del anestro mediante la utilización de los agonistas dopaminérgi-
cos (bromocriptina, cabergolina) que disminuyen los niveles séricos de prolactina acortando así los 
períodos interestrales. En este trabajo se discuten las ventajas y desventajas de los protocolos 
disponibles para la inducción de ciclos fértiles en la perra doméstica.

Palabras clave: perra, �nducc�ón de celo, agon�stas GnRH, agon�stas dopam�nérg�cos, 
gonadotrofinas

Oestrus induction in the bitch a review

Abstract: Estrus induction in the bitch is indicated in many cases. It may be considered 
for treatment of primary or secondary anestrus in which there has not been found any 
underlying cause; it may be also used in cycling induction in order to synchronize preg-
nancy and whelping in the more convinient time. In addition, reliable synchronous estrus 
induction is really important for canine embryo transfer programs. Reported methods  
for canine estrus induction include the use of exogenous gonadotropins (luteinizing hormone, 
follicle stimulating hormone, human chorionic gonadotropin, pregnant mare serum gonado-
tropin, and human menopausal gonadotropin) or their combination with synthetic estrogens 
(diethylstilbesterol), GnRH agonists (lutrelin, buserelin, fertirelin, deslorelin, and leuprolide), 
prostaglandin and dopamine agonists (bromocryptine and cabergoline). These methods have 
a widely difference in efficacy of induction as well as in fertility of the estus. This review will 
summarize published reports on estrus induction.

Keywords: b�tch; Estrus �nduct�on; GnRH agon�st; Dopam�ne agon�st; Gonadotrop�n
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Introducción
Los avances logrados en los últ�mos años 

en el conoc�m�ento de la b�ología reproduct�va 
de la perra domést�ca, junto a la d�spon�b�l�dad 
de nuevos productos hormonales han perm�t�do 
mejorar el manejo del c�clo estral de la hembra 
can�na. Es así que se han evaluado d�versos mé-
todos para �nduc�r c�clos fért�les y se han �mple-
mentado nuevos protocolos de �nducc�ón en un 
�ntento de lograr mejores resultados. El aumento 
del valor y las pos�b�l�dades de comerc�al�zac�ón 
de los cachorros de pura raza, así como la cre-
c�ente �mportanc�a de la cría can�na tanto desde 
el punto de v�sta económ�co, recreat�vo o para la 
obtenc�ón de perros de trabajo ha �mpulsado el 
estud�o y desarrollo de d�versos métodos or�en-
tados al manejo del c�clo estral de la perra. En 
concordanc�a con estos hechos, una práct�ca en 
cont�nuo estud�o y desarrollo es la �nducc�ón de 
c�clos fért�les que hagan pos�ble el nac�m�ento 
de cachorros en relac�ón a las neces�dades del 
cr�ador. La �nducc�ón de c�clos estrales puede �m-
plementarse en aquellas perras con d�agnóst�co 
de �ntervalos �nterestrales prolongados no rela-
c�onados con enfermedad subyacente que pueda 
cons�derarse la causa de los m�smos. La mayoría 
de los protocolos ut�l�zados fueron evaluados en 
perras normales, por esto al �mplementarse en 
hembras con problemas subyacentes que afecten 
el normal func�onam�ento del eje h�potálamo-p�-
tu�tar�a-ovar�o los resultados son pobres (1). 

La �nducc�ón de c�clos estrales para lograr 
nac�m�entos en épocas del año en que aumenta 
notablemente la demanda de cachorros en el 
mercado (nav�dad, día del n�ño, etc), perm�te 
concentrar las par�c�ones de un gran número 
de perras en estos períodos del año. Este hecho 
se encuentra ínt�mamente relac�onado con la 
obtenc�ón de mejores prec�os por la venta de 
cachorros.

Existe suficiente evidencia de la presen-
c�a de un “efecto dorm�tor�o” en cán�dos. Puede 
observarse que perras en anestro med�o o tar-
dío que conv�ven con hembras en proestro u 
estro acortarán la durac�ón de su anestro en al 
menos 30 días (2). Este fenómeno “natural” de 
�nducc�ón de estros es med�ado por feromonas, 
pero el mecan�smo med�ante el cual aumenta la 
secreción de gonadotrofinas es aún desconocido. 
S�n embargo desde 1939 se han �nvest�gado más 
de 40 protocolos de �nducc�ón farmacológ�ca del 
estro en perras (3).

Particularidades fisiológicas del ciclo 
estral canino

El ciclo estral de los cánidos difiere de 
manera cons�derable del de otras espec�es. En 
la perra domést�ca, la fase fol�cular y ovulac�ón 
espontánea son segu�das de una fase lútea con 
una durac�ón promed�o de 75 días (1). Un per�odo 

de anestro no estac�onal y de durac�ón var�able, 
(2-10 meses), le s�gue a cada c�clo estral (4). Los 
factores que regulan la durac�ón del anestro, 
la term�nac�ón del m�smo y el com�enzo de una 
nueva fase fol�cular en las perras aún no se com-
prenden en su total�dad. En perras normales la 
progres�ón desde el anestro temprano al tardío, 
se asoc�a con el �ncremento en la concentrac�ón 
plasmát�ca de FSH, luego de un aumento de la 
pulsat�l�dad de GnRH s�endo este un evento crí-
t�co para la �n�c�ac�ón de la fol�culogénes�s (5). 
Tamb�én se ha observado durante esta trans�c�ón 
un aumento en la sens�b�l�dad de la p�tu�tar�a a 
la GnRH (1), un aumento en la respuesta ovár�ca 
a las gonadotrofinas (6), un incremento en las 
concentraciones plasmáticas de LH hacia el final 
del anestro (7), relac�onadas con un breve período 
de aumento de la secrec�ón pulsát�l de LH (8), 
cons�derándose a estos eventos determ�nantes 
en el �n�c�o de una nueva fase fol�cular.

Por otra parte se ha suger�do que los 
camb�os en la secrec�ón de LH pueden ser más 
�mportantes que los camb�os en la secrec�ón de 
FSH para el �n�c�o de una nueva fase fol�cular 
que conduc�rá a la ovulac�ón (1, 9). Es tamb�én 
�mportante observar que se produce un aumen-
to en las concentrac�ones de estrad�ol antes del 
com�enzo del proestro, unos 30 días antes del 
estro, el significado de este incremento aún no 
está b�en entend�do, pero puede ser el pr�nc�pal 
estímulo sobre el eje h�potálamo-p�tu�tar�a-ovar�o 
para �n�c�ar la l�berac�ón pulsát�l de LH (6). Este 
mecanismo de acción es confirmado por la induc-
c�ón de celos fért�les lograda en perras luego de 
la adm�n�strac�ón de d�et�lest�bestrol (10).

Inducción de ciclos fértiles
La �nducc�ón de c�clos y la reducc�ón del 

�ntervalo �nterestro en la perra pueden real�zarse 
med�ante cuatro alternat�vas (11). La pr�mera alter-
nat�va �ncluye la ut�l�zac�ón de una comb�nac�ón de 
gonadotrofinas (eCG y hCG o hMG), gonadotrofinas 
de la p�tu�tar�a (FSH y LH) o d�et�lest�bestrol y FSH. 
La segunda alternat�va �ncluye la ut�l�zac�ón de GnRH 
y sus agon�stas (buserel�na y c�storel�na) o superago-
n�stas (nafarel�na, lutrel�na), para est�mular la l�be-
rac�ón de hormonas gonadotróp�cas endógenas de la 
hipófisis. La tercera alternativa incluye la utilización 
de prostagland�nas para �nduc�r luteól�s�s y acortar 
el d�estro. La cuarta y últ�ma alternat�va �ncluye la 
term�nac�ón del anestro med�ante la ut�l�zac�ón de los 
agon�stas dopam�nérg�cos (bromocr�pt�na, cabergol�-
na, metergol�na) que actúan �nh�b�endo la prolact�na 
y acortando así los períodos �nterestrales (1).

Gonadotropinas:
Las gonadotrofinas disponibles comercial-

mente y ut�l�zadas en perros son la FSH, la eCG, 
la LH porc�na, la hCG y la hMG (11, 12 ). 

Existen tejidos diferentes a los de la hipófi-



Inducción ciclo estral en la perra

iSSn 0365-5148 41AnAlectA veterinAriA 2006; 25 (2):  39-45

sis que son capaces de producir gonadotrofinas, 
a estas hormonas se las conoce como hormonas 
del tipo hipófisis anterior. Las dos fuentes más 
�mportantes de tales hormonas, de �nterés en me-
d�c�na veter�nar�a, son el suero de yegua gestante 
y la or�na de mujer embarazada. Del pr�mero se 
obt�ene la eCG, y de la segunda la hCG.

La eCG es una gl�coprote�na, con un peso 
molecular de 68.000 y una v�da med�a de aprox�-
madamente 26 horas. Esta hormona se forma 
en las copas endometr�ales del útero de yegua 
gestante y está presente en la sangre del an�mal 
entre los días 40 y 140 de gestac�ón, alcanzando 
un máx�mo el día 80 (13).

En la mayoría de las espec�es la act�v�dad 
b�ológ�ca de la eCG es s�m�lar a la de FSH, presen-
tando tamb�én algunas acc�ones semejantes a LH. 
Por lo tanto la eCG puede sust�tu�r a la FSH. Su 
período de acc�ón es largo deb�do a que no pasa 
el filtro renal y se mantiene en circulación tanto 
s� ha s�do �nyectada como s� ha s�do produc�da 
por el m�smo an�mal. En la yegua la eCG t�ene 
actividad luteotrófica, provee estimulación para 
el manten�m�ento de los cuerpos lúteos pr�ma-
r�os y es responsable del control de la formac�ón 
y manten�m�ento de los cuerpos lúteos acceso-
r�os. Con el �ncremento de la eCG, a menudo la 
yegua ovulará generándose los cuerpos lúteos 
accesor�os. La ovulac�ón �nduc�da por esta hor-
mona ocurr�rá entre los días 40 y 70 de preñez, 
ocurr�endo tamb�én lute�n�zac�ón en los folículos 
antrales que no ovularon. Por lo tanto la eCG 
posee en la yegua, un �mportante �mpacto sobre 
la hab�l�dad del ovar�o para produc�r P4. Esta 
hormona atrav�esa la placenta por lo que tamb�én 
son est�muladas la gónadas del feto. En ad�c�ón 
a su acción luteotrófica, la eCG posee una fuerte 
acc�ón semejante a FSH cuando es adm�n�strada 
a hembras de otras espec�es. En real�dad esta 
hormona causará un marcado desarrollo fol�cular 
en la mayoría de las espec�es y es ut�l�zada para 
�nduc�r superovulac�ón (14). 

La eCG es ut�l�zada ampl�amente en me-
dicina veterinaria como un método eficaz y de 
bajo costo para �nduc�r el desarrollo fol�cular en 
los ovar�os �nact�vos de an�males sexualmente 
maduros. Por otra parte, esta hormona posee 
suficiente actividad LH para provocar ovulación 
en la mayoría de los casos. Los ovar�os �nact�vos 
que por cualqu�er causa se encuentran en estado 
qu�escente pueden entrar en act�v�dad luego de 
la adm�n�strac�ón de eCG. Una sola adm�n�stra-
c�ón por vía subcutánea de eCG suele produc�r 
crec�m�ento fol�cular en la vaca luego de 2 a 5 
días. Con dos�s elevadas se puede produc�r su-
per-ovulac�ón. Se han evaluado en detalle var�os 
proced�m�entos de �nducc�ón de la ovulac�ón en 
vacas, yeguas, ovejas, cabras y cerdas.

La hCG es una proteína que consta de 
dos cadenas peptíd�cas (α y β) y que cont�ene 
galactosa y hexosam�na, su peso molecular es de 

30.000 y posee una v�da med�a de 8 a 12 horas. 
Es quím�camente d�ferente de la hormona lute�n�-
zante pero su acc�ón b�ológ�ca es muy semejante, 
ten�endo tamb�én c�erta act�v�dad semejante a 
FSH. La hCG se forma en los c�totrofoblastos de 
las vellos�dades cor�ón�cas de la placenta humana 
y aparece en la or�na a las pocas semanas de la 
concepc�ón, alcanzando su valor máx�mo hac�a 
el día 50 de gestac�ón, a part�r del cual decrece 
hasta valores cas� nulos. Desde el punto de v�sta 
farmacológ�co la hCG es un producto de bajo cos-
to que causa ovulac�ón en la hembra y est�mula 
las células de Leyd�g aumentando la producc�ón 
de andrógenos en el macho. Su uso en med�c�na 
veter�nar�a es ampl�o, para provocar ovulac�ón 
en la yegua en el momento de ser serv�da, como 
agente terapéut�co para �nduc�r lute�n�zac�ón y 
pos�ble ovulac�ón en qu�stes ovár�cos en el ganado 
vacuno y en la terapéut�ca para el cr�ptorqu�d�s-
mo en todas las espec�es. La adm�n�strac�ón de 
hCG puede est�mular los ovar�os de cualqu�er 
espec�e an�mal (13). 

Los métodos de �nducc�ón ut�l�zando go-
nadotrofinas exógenas comprenden: 1) admi-
n�strac�ón ser�ada de FSH o eCG para �nduc�r el 
desarrollo de los folículos y el proestro. 2) adm�-
n�strac�ón ser�ada de FSH o eCG para �nduc�r el 
desarrollo fol�cular segu�da de la adm�n�strac�ón 
de LH o hCG para provocar la ovulac�ón de los 
folículos desarrollados. 3) protocolos s�m�lares a 
los descr�ptos en el punto 1 y 2 preced�dos por 
tratam�entos con estrógenos para lograr la sen-
sibilización estrogénica del eje hipófisis/ovario. 
4) LH porcina purificada. 5) hMG (12, 15).

En la perra se ha estudiado la eficacia de va-
r�os protocolos comb�nando eCG y hCG hab�éndose 
observado d�ferentes resultados. La eCG se ut�l�zó con 
dos�s de 20 UI/kg/d vía IM o SC durante 5 o 10 d o 
con una dos�s de 44UI/kg/d durante 9 d. En ambos 
casos la �nducc�ón de la ovulac�ón se obtuvo con una 
dos�s IM o SC de 500 UI de hCG (1, 16). Los resultados 
comun�cados fueron la �nducc�ón de c�clos en el 60 
al 100% de los casos, la ovulac�ón en el 40 al 80% de 
los casos y la preñez en el 9 al 56 % de los casos. Por 
otra parte cuando se ut�l�zaron altas dos�s de eCG, 
como 250 UI/kg SC durante 20 d o hasta apar�c�ón 
de proestro, segu�da de 500 UI de hCG y 500 UI sc 
durante 10 d segu�da de la adm�n�strac�ón de 500 
UI SC de hCG, se observaron s�gnos de proestro en 
el 90% a 100% de las perras tratadas pero las tasas 
de preñez fueron de alrededor del 20%(17, 18). En 
líneas generales y como conclus�ón de la rev�s�ón de 
d�versos trabajos, cuanto menos fueron los días de 
adm�n�strac�ón de la eCG, mayor fue el porcentaje 
de preñez (e.g 5 d, 50-56% vs. 9-10 d 9-35%; (1). De 
hecho, se ha comun�cado tromboc�topen�a deb�do a 
h�perestrogen�smo en el 29% de las perras tratadas 
con una dos�s de 20 UI/kg/d durante 10 d (19). En 
aquellas perras que fueron tratadas con 500 UI/kg 
IM durante 10 d segu�do de una dos�s de GnRH de 
50 µg se observaron s�gnos proestro en el 100% de 
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las perras m�entras que las tasas de preñez fueron 
del 0% (1). 

Puede observarse que, durante las dé-
cadas de los 70 y 80 se trabajó �ntensamente 
en protocolos de �nducc�ón de celos con eCG 
y hCG. S�n embargo con d�chos protocolos se 
obtuvo una med�ana a baja fert�l�dad con rango 
muy ampl�o de var�ab�l�dad de los m�smos. Una 
pos�ble expl�cac�ón de d�chos resultados es la 
ut�l�zac�ón de dos�s de eCG muy elevadas (44UI 
/kg/d) y durante un período muy prolongado 
(9-10 d). Por ejemplo una perra de 25 kg rec�bía 
una dos�s d�ar�a de 1100 UI/d y una dos�s total 
de 11000 UI. La dos�s recomendada para la vaca 
es de 500-1000 UI en una sola dos�s. De esto se 
desprende que tal vez la dos�s ut�l�zada en la perra 
es demas�ado alta y el h�perestrogen�smo que se 
produce es el resultado de adm�n�strar una dos�s 
superovulator�a. De hecho, la ut�l�zac�ón de un 
protocolo con dos�s más reduc�das (29 UI/kg/d, 
500 UI, perra 25 kg) y durante un período más 
corto (5 d) alcanzó resultados cercanos al 50% de 
preñez. (1). Otros autores observaron falla luteal 
prematura con acortam�ento del d�estro y pérd�da 
de la preñez luego del uso de eCG (20, 21, 22). 

Los protocolos que ut�l�zan FSH como es-
tímulo fol�culotróp�co t�enen menos éx�to en el 
logro de �nducc�ón de ovulac�ón y gestac�ón que 
los que ut�l�zan eCG (23). Se ut�l�zaron protocolos 
de �nducc�ón comb�nando FSH y LH en un �ntento 
de asemejar lo que ocurre en cond�c�ones natu-
rales hacia el final del anestro, pero sin buenos 
resultados (2, 23). S�n embargo, la ut�l�zac�ón de 
�nyecc�ones ser�adas de FSH o LH después de un 
rég�men de preparac�ón con estrógenos usando 
d�et�lest�lbestrol ha ten�do éx�to en la �nducc�ón 
del estro y ovulac�ones fért�les. Cuando se ut�l�zó 
d�et�lest�lbestrol a dos�s de 5 mg d�ar�os durante 
5 a 7 d para produc�r s�gnos de proestro y luego 
se adm�n�stró 5mg de LH vía �ntramuscular el d 
5 después del com�enzo del proestro o 10 mg de 
FSH por vía �ntramuscular los d 9 y 11 a par-
t�r del pr�mer día del proestro, todas las perras 
quedaron preñadas (24). En un estud�o en el 
que se sust�tuyó LH por hCG la fert�l�dad y la 
�nc�denc�a de comportam�ento estral no fueron 
tan ex�tosos (25).

Por otra parte fue estud�ado tamb�én el 
rol de la LH en el �n�c�o de la fase fol�cular en 
perros. Se evaluaron protocolos con LH porc�na 
purificada en perras en anestro. Los resultados 
demostraron que la LH puede ut�l�zarse para 
�nduc�r estro en perras en anestro con c�clos 
estrales normales (26).

GnRH y sus agonistas:
Otros métodos de �nducc�ón �mpl�can la 

adm�n�strac�ón de GnRH exógena o agon�stas de 
GnRH para producir la liberación de gonadotrofi-
nas endógenas desde la hipófisis, crecimiento fo-

l�cular y estro. La ovulac�ón en estos casos ocurre 
como resultado de la oleada endógena de gona-
dotrofinas, el crecimiento folicular y secreción de 
estrógenos. S�n embargo no se d�sponen de datos 
sobre la adm�n�strac�ón de LH o hCG para fac�l�tar 
la ovulac�ón de los folículos �nduc�dos. En cond�-
c�ones naturales, la secrec�ón pulsát�l de GnRH 
cada 70–90 m�n med�a la síntes�s y l�berac�ón 
de FSH y LH de la p�tu�tar�a. La adm�n�strac�ón 
pulsat�l de GnRH a dos�s de 0.2–0.4 µg/kg cada 
90 min es suficiente para obtener incrementos 
de LH semejantes a los pulsos endógenos que 
ocurren hacia el final del proestro.

 Los protocolos descr�ptos �ncluyen 1) ad-
m�n�strac�ón endovenosa pulsát�l de GnRH cada 
90 m�n durante 6 o 12 d (27), 2) goteo subcutáneo 
constante de un agon�sta de la GnRH durante 
14 d (28) y 3) adm�n�strac�ón por vía subcutánea 
de un agon�sta de GnRH 3 veces por d durante 
14 d (29).

En perras en anestro, la adm�n�strac�ón de 
GnRH en forma pulsát�l ut�l�zando 40 a 400 ng/kg 
cada 90 m�n produjo la apar�c�ón de proestro en 3 
a 6 d segu�do de estro y ovulac�ón en 2 semanas 
con tasas de fert�l�dad del 37% al 85% (27, 29). 
S�n embargo el costo que �nsume la ut�l�zac�ón 
de bombas de �nfus�ón, lo hace �mpráct�co para 
su uso rut�nar�o. El goteo subcutáneo tamb�én 
�ndujo proestro y estro, con tasas de fert�l�dad del 
25% si se lo administraba después del final de la 
lactac�ón y del 50% s� se adm�n�straba durante 
el anestro después de c�clos s�n gestac�ón (28). 
Este método tamb�én carece de pract�c�dad ya 
que la �mplantac�ón y extracc�ón subcutánea de 
las bombas de �nfus�ón osmót�cas requ�eren una 
c�rugía menor. La adm�n�strac�ón subcutánea de 
un agon�sta de GnRH (DTrp-6 GnRH), a dos�s de 
1 ng/kg cada 8 h, durante 3 d, d�o lugar a estro 
entre los 9 y 11 d en el 80% de las perras, que-
dando todas preñadas. A pesar del �nconven�ente 
de las tres �nyecc�ones d�ar�as este protocolo pa-
rece presentar la mejor combinación de eficacia 
y ut�l�dad clín�ca en la ut�l�zac�ón de hormona 
l�beradora de gonadotrop�na (27, 28, 29).

Ex�sten en la actual�dad más de 700 ago-
nistas GnRH los que poseen mayor afinidad por 
el receptor y mayor estab�l�dad. Uno de ellos es 
Deslorel�n, cuyas apl�cac�ones en med�c�na vete-
r�nar�a fueron �ntroduc�das por Tr�gg para rea-
l�zar supres�ón del estro. Ovuplant® (Fort Dodge 
An�mal Health, Overland Park, KS, USA) es un 
�mplante subdérm�co b�odegradable, de l�berac�ón 
sosten�da, que cont�ene 2,1 mg de deslorel�n y que 
posee l�cenc�a para su ut�l�zac�ón en yeguas. Los 
estud�os prel�m�nares en perras mostraron que 
podía ser eficaz en la inducción y sincronización 
de c�clos estrales (30). S�n embargo deb�do al es-
caso número de perras �nclu�da en los estud�os 
es necesar�o real�zar �nvest�gac�ones futuras con 
estas formulac�ones (3).

Luego de la �nducc�ón de c�clos con agon�s-
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tas GnRH se observó falla lútea prematura con 
acortam�ento del d�estro y subsecuente pérd�da 
de la preñez (28, 30, 31). Por otra parte la adm�-
n�strac�ón prolongada de estos fármacos resultó 
en sobre-est�mulac�ón de la p�tu�tar�a, supres�ón 
de la secrec�ón de LH, d�sm�nuc�ón de la respues-
ta lútea a la LH y d�sm�nuc�ón de la secrec�ón de 
progesterona (3, 31).

Prostaglandina y sus análogos: 
La prostagland�nas adm�n�stradas durante 

el d�estro pueden ser ut�l�zadas con éx�to para 
acortar el �ntervalo �nterestral med�ante la �nduc-
c�ón de luteól�s�s y acortam�ento de la fase lútea. 
Fenprostalene, un análogo de las prostagland�na 
f (2) (alpha) de larga acc�ón, ut�l�zado 25 días 
después de la ovulac�ón, a dos�s de 50 ug totales 
produjo regres�ón temprana del cuerpo y acorta-
m�ento del �ntervalo �nterestral en 80 días (32).

Agonistas dopaminérgicos
La prolact�na juega un rol �mportante en la 

durac�ón del �ntervalo �nterestral, pos�blemente 
afectando la l�berac�ón de gonadotrop�nas y/o la 
respuesta del ovar�o a las m�smas. La supres�ón 
de la secrec�ón de prolact�na por la adm�n�stra-
c�ón de agon�stas dopam�nérg�cos, acorta la du-
rac�ón del anestro o �nduce estro en perras con 
anestro prolongado (33, 34).

Los agon�stas dopam�nérg�cos como la 
bromocr�pt�na y cabergol�na, han s�do ut�l�zados 
con éx�to para la �nducc�ón de c�clos estrales. La 
dopam�na �nh�be la l�berac�ón de prolact�na desde 
la p�tu�tar�a anter�or, concom�tantemente el trata-
m�ento con �nh�b�dores de la prolact�na d�sm�nuye 
el �ntervalo �nterestral e �nduce el estro en perras 
con anestro prolongado (35). La adm�n�strac�ón 
de bromocr�pt�na y cabergol�na, adm�n�strados en 
la fase lútea y anestro, reduce la durac�ón de am-
bos (36). Algunos �nvest�gadores han reportado la 
term�nac�ón del anestro dentro de los 50 días de 
tratam�ento, m�entras que otros dentro de los 28 
días (2, 37, 38). Bromocr�pt�na, es un agon�sta del 
receptor dopam�nérg�co D2, pero tamb�én afecta 
los receptores seroton�nérg�cos y adrenérg�cos 
(38), este compuesto tamb�én atrav�esa la barrera 
sangre-cerebro. Por otra parte, cabergol�na posee 
una mayor bio-potencia y afinidad por el receptor 
D2 que la bromocriptina, una menor afinidad por 
los receptores seroton�nérg�cos y una durac�ón 
de acc�ón mayor. Conjuntamente posee menos 
efectos en el s�stema nerv�oso central (38).

Los agon�stas dopam�nérg�cos han s�do 
ut�l�zados sat�sfactor�amente en muchas perras, 
pero este método de �nducc�ón de estro puede 
requer�r más de tre�nta días de tratam�ento, de-
pend�endo del estad�o del anestro (temprano o 
tardío) en el que se encuentra la perra (38).

La bromocr�pt�na está d�spon�ble comer-
c�almente para la ut�l�zac�ón en humanos y se 

ha ut�l�zado en dos�s de 20 a 250 µg/kg obser-
vándose una �nc�denc�a de apar�c�ón de s�gnos 
de estro y tasas de preñez del 71 al 100% y 
100% respect�vamente. Pueden ser necesar�os 
tratam�entos de 1 a 3 meses antes de observar 
los s�gnos de proestro. Rara vez se observan 
efectos secundar�os �mportantes pud�endo apa-
recer vóm�tos cuando se ut�l�zan dos�s altas (36, 
39). La cabergol�na es el agon�sta dopam�nérg�co 
con el que se obtuv�eron los mejores resultados, 
está d�spon�ble para su ut�l�zac�ón en med�c�na 
veter�nar�a y ut�l�zado a dos�s de 5 ug/kg se 
lograron tasas de preñez del 83 a 93% (5). S�n 
embargo es �mportante destacar que el t�empo 
transcurr�do entre la real�zac�ón del tratam�ento 
y la ocurrenc�a del proestro post tratam�ento es 
sumamente var�able (entre 1 y 3 meses). Este 
hecho hace que no puedan ut�l�zarse estas drogas 
para s�ncron�zar los c�clos en las perras, de tal 
manera que las par�c�ones ocurran en la épocas 
de mayor demanda de cachorros. Así m�smo el 
t�empo prolongado de adm�n�strac�ón se relac�ona 
con el �ncremento del costo del tratam�ento, la 
compl�cac�ón de la adm�n�strac�ón d�ar�a de la 
droga y el desal�ento del prop�etar�o.

Conclusiones
El escaso número de an�males con el que 

se real�zan los ensayos hace d�fíc�l real�zar una 
adecuada evaluac�ón de los protocolos de �nduc-
c�ón en la perra. Invest�gac�ones futuras or�en-
tadas a la evaluac�ón de los d�versos protocolos 
de �nducc�ón así como de las dos�s y períodos de 
adm�n�strac�ón ut�l�zados perm�t�rán alcanzar 
mejores resultados en la �nducc�ón de c�clos 
fért�les, lográndose altas tasas de ovulac�ón y de 
preñez ev�tando efectos colaterales �ndeseables 
en la madre. De esta manera podrá darse una 
respuesta adecuada a la �ns�stente demanda de 
los cr�adores en relac�ón a la obtenc�ón de ca-
chorros en épocas determ�nadas del año en las 
que aumenta cons�derablemente la demanda de 
los m�smos. En la actual�dad, no se puede res-
ponder de manera adecuada a esta neces�dad de 
los productores can�nos y esto se relac�ona con 
�mportantes pérd�das de d�nero. S�n embargo 
es �mportante destacar que s� b�en la �nducc�ón 
de c�clos puede mejorar el manejo product�vo 
de un cr�adero, de n�nguna manera deben olv�-
darse los derechos del an�mal. Debe �mped�rse 
que la hembra se conv�erta en una “máqu�na” 
productora de cachorros s�n tener en cuenta el 
b�enestar an�mal.
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