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

MICROSOMAS HEPÁTICOS DE AVES

MC Lozano1, B Iglesias2, P Leaden2, M Marmunti2, 
A Palacios2, V Piergiacomi2,3

1Becaria JICA. Departamento de Farmacia, 
Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Colombia.

2Cátedra de Bioquímica, Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de La Plata, 
3Profesional de Apoyo, Cat. Principal, Comisión de Investigaciones 

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 
in vitro. 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: Peroxidación lipídica, Microsomas, Ácidos 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 in 
vitro 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 degeneración oxidativa de los ácidos 

grasos insaturados presentes en las membranas 
biológicas puede iniciarse por la presencia de 
radicales libres y posteriormente continuar con 
una reacción en cadena que conduce a peroxi-
dación lipídica (1). Aunque la reducción biológica 
de oxígeno molecular es la principal vía para 
el desarrollo de radicales libres, éstos pueden 
también formarse durante el metabolismo de quí-
micos carcinogénicos (2). Recientemente ha sido 
confirmada la capacidad de la aflatoxina B1 para 
generar este tipo de reacciones (3). La aflatoxina 
B1 es una micotoxina fuertemente hepatotóxica 
producida por los hongos Aspergillus flavus y A. 
parasiticus. Estos hongos pueden contaminar 
alimentos de consumo animal y bajo condiciones 
ambientales apropiadas producir la mencionada 
toxina (4). Las aves son especies con una varia-
da susceptibilidad a la aflatoxina B1. Los patos 
y pavos son altamente susceptibles, los pollos 
particularmente resistentes y las codornices 
presentan una susceptibilidad intermedia (5). Es 
probable que además de la activación metabólica 
de la aflatoxina B1 (6) existan otros factores que 
expliquen esta diversa susceptibilidad. Se sabe 
que la cantidad de ácidos grasos polinosaturados 
de cadena larga presentes en las membranas 
biológicas de diferentes especies pueden variar, 
lo cual las haría más o menos susceptibles a la 
peroxidación (7). Posiblemente existen diferencias 
en la peroxidación y perfil de ácidos grasos de 
membranas biológicas entre diversas especies de 
aves, lo que haría que la susceptibilidad a agentes 
prooxidantes, como la aflatoxina B1, varíe in vivo. 
El propósito de este estudio es establecer poten-
ciales diferencias entre aves (patos, codornices 
y pollos) en la composición de ácidos grasos de 
membranas microsomales hepáticas, así como la 
sensibilidad de estas fracciones a la lipoperoxi-
dación in vitro iniciada por la adición de ascorbato 
en presencia de oxígeno e hierro. 

MATERIALES Y MÉTODOS
Obtención de microsomas 

Se seleccionaron tres aves adultas de cada 
una de las siguientes especies: pollo de engorde 
(Gallus domesticus), codorniz 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 solución 0,15 M 
NaCl. La homogeneización se realiza con solución 
0,25 M sacarosa, 0,01M Tris HCl pH 7,4. Este 
procedimiento se lleva a cabo con un homogenei-
zador Potter Elvejhem. Estos homoge-neizados se 
centrifugan a 3000 rpm 10 min, obteniéndose un 
pellet que contendrá células rotas, núcleos y un 
sobrenadante que posteriormente se centrifuga 
a 13.500 rpm 10 min. Se obtiene un pellet de 

mitocondrias y un sobrenadante postmitocon-
drial que se aplica a columnas de Sepharosa 4B 
(buffer de elusión Tris HCl 0,01 M, pH 7,4) para 
separar material particulado (microsomas) de 
la fracción soluble (citosol). Las operaciones se 
realizan a 4 °C.

Determinación de proteínas
Se determinan según el método descripto 

por Lowry y col.(10)

Peroxidación de microsomas
La peroxidación de las membranas se rea-

liza en un sistema in vitro, no enzimático 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 emisión lumínica se determina durante 180 
minutos. La quimioluminiscencia se mide cada 
10 minutos y es registrada como cuentas por 
minuto (cpm) en un contador de centelleo líquido 
Packard 1900 TR.

 
Separación de lípidos de membrana 

Los lípidos de las diferentes muestras 
se extraen por el método de Folch (cloroformo 
metanol 2:1 v/v) (11) con BHT 0,01 % como an-
tioxidante. 

Interesterificación y análisis del conteni-
do de ácidos grasos por cromatografía gaseosa 
computarizada

Los ácidos grasos se transmetilan con F3B 
en metanol a 65 °C por 3 h. Los ésteres de áci-
dos grasos se analizan en un cromatógrafo de 
gas (Shimadzu Kyoto, Japón) equipado con una 
columna (1.80m x 4 mm i.d.) GP 10 % DEGS-PS 
on 80/100 Supelcoport. Nitrógeno se usa como 
gas carrier. Las temperaturas del inyector y el 
detector son mantenidas a 250 °C, la temperatura 
de la columna a 200 °C. Los picos obtenidos se 
comparan con los tiempos de retención de los 
standard. El índice de instauración (UI) fue cal-
culado de acuerdo a: UI=∑ (porcentaje de ácido 
graso) ´ (número de dobles enlaces).

Análisis estadístico
Los datos fueron analizados a través de la 

prueba t- Student para determinar diferencias 
significativas entre las fracciones microsomales 
peroxidadas y las no peroxidadas. Igualmente 
fue desarrollado un ANOVA para reconocer la 
presencia de diferencias significativas en el perfil 
de ácidos grasos entre especies. 

RESULTADOS 
Composición de ácidos grasos de mi-
crosomas no peroxidados

En los microsomas hepáticos no sometidos 
a peroxidación in vitro de las tres especies de 
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aves evaluadas, existe una proporción similar 
de ácidos grasos saturados (42 - 47 %) y de no 
saturados (53 -56 %) (Tabla 1). Sin embargo, si 
se analiza el grupo de los ácidos grasos no satu-
rados, puede observarse que el pato posee mayor 
porcentaje de ácidos polienólicos, mientras que 
el pollo y la codorniz tienen mayormente ácidos 
monoenólicos. Así, las membranas microsomales 
hepáticas de los patos presentan una proporción 
significativamente mayor de ácidos grasos polino-
saturados, en especial C20:4 n6 y C22:6 n3 con 
respecto a las de codornices y pollos (Figura 1). 
Por lo tanto el UI de los lípidos de las membra-
nas microsomales de patos es superior en un 34 
y 41 % en relación con el de codornices y pollos 
respectivamente, diferencia con significancia 
estadística (Figura 2). Como se mencionó otra 
diferencia significativa observada se aprecia en el 
porcentaje de ácido mono-insaturados palmitoléi-
co (C16:1 n7) y oléico (C18:1 n9), que fue mayor 
en las membranas microsomales de codorniz y 
pollo en relación con las de pato (Figura 3).

Composición de ácidos grasos en mi-
crosomas peroxidados

Una vez sometidos a peroxidación in vitro 
los microsomas hepáticos de pato, se observó que 
la proporción de ácidos grasos polinosaturados 
con respecto al control de la misma especie dis-
minuyó en un 54 %. Esta variación significativa 
ocurrió particularmente por una reducción del 38 
y 73 % en la proporción de los ácidos oléico (18:1 
n9) y araquidónico (20:4 n6), respectivamente. 
Así mismo en esta especie, el UI disminuyó un 39 
% en los microsomas de los animales sometidos 
a peroxidación con respecto a los microsomas 
control (Tabla 1). En las muestras evaluadas de 
pollos y codornices no se observaron diferencias 
significativas en la proporción de ácidos grasos 
entre los microsomas control y los que fueron 
peroxidados.

Quimioluminiscencia
La diferencia en la peroxidación de las 

membranas microsomales de pato fue estadís-
ticamente significativa al comparar las muestras 
control y las incubadas en presencia de ascor-
bato. La emisión luminica fue 3,5 veces superior 
en los microsomas peroxidados de los patos, 
mientras que en los de codornices y pollos no se 
presentaron variaciones importantes en la qui-
mio-luminiscencia entre las muestras control y 
las peroxidadas (Figura 4). 

DISCUSIÓN
Esta investigación evaluó la susceptibilidad 

a la peroxidación lipídica presente en las mem-
branas microsomales hepáticas de pato, codorniz 
y pollo; así como el perfil de ácidos grasos de estas 
fracciones y su variación debida a la peroxidación 

inducida por ascorbato y Fe++. 
A pesar de que la composición de ácidos 

grasos insaturados de los microsomas hepáticos 
control de las aves evaluadas en este estudio fue 
similar, se observaron diferencias en el contenido 
de los ácidos grasos polinosaturados entre espe-
cies. Los patos presentaron 2 y 2,8 veces mayor 
contenido de estos ácidos que pollos y codornices, 
respectivamente. Esto obedece a la presencia de 
un mayor contenido de ácido araquidónico (C20:4 
n6) y docosahexanóico (C22:6 n3) en las membra-
nas microsomales de los patos. A pesar de no ser 
regla general (10), algunos estudios han demos-
trado que el grado de insaturaciones presentes 
en los fosfolípidos de membrana determina el 
nivel de lipopero-xidación de las mismas (11). Los 
resultados de la presente investigación respaldan 
esta hipótesis ya que un contenido significativa-
mente mayor de ácidos grasos polinosaturados 
presente en las membranas microsomales he-
páticas de patos, en relación con codornices y 
pollos, está acompañado por una mayor emisión 
luminica de los microsomas control con respecto 
a los sometidos a peroxidación. En concordancia 
con estos hallazgos, en los microsomas de pollo 
y codorniz, se observa un mayor contenido de 
ácidos monoinsaturados, menos susceptibles de 
ser peroxidados.

Adicionalmente, se observa una disminu-
ción significativa en el contenido de ácidos grasos 
polinosaturados de los microsomas peroxidados 
con respecto a los control, lo cual se relaciona 
directamente con la lipoperoxidación observada 
en esta especie. Hallazgos similares han sido re-
portados por Gutierrez et al. (12) quienes también 
demuestran una disminución en el contenido de 
C20:4 n6 y C22:6 n3 en membranas hepáticas 
de pato peroxidadas, con respecto a las no pe-
roxidadas. 

En las membranas biológicas de diferentes 
especies de aves se ha reportado un alto porcenta-
je en el contenido de C18:1 n9 (12,13), igualmente 
predominante en los microsomas hepáticos aquí 
evaluados. Sin embargo, existe un contenido 
significativamente menor de este ácido graso en 
los microsomas de patos. La presencia predomi-
nante de este ácido graso mono-insaturado en las 
fracciones hepáticas de codornices y pollos puede 
contribuir con la ausencia de lipoperoxidación 
registrada en los microsomas de estas especies, 
situación opuesta a lo ocurrido con los patos.

Las especies reactivas de oxígeno con ca-
pacidad de inducir la lipoperoxidación, son en 
su mayoría originadas a partir de la reducción 
de oxígeno molecular (14), sin embargo, durante 
el metabolismo de ciertos xenobióticos, pueden 
originarse estos productos (15). Por lo tanto, los 
resultados de esta investigación podrían reflejar 
la acción de sustancias tóxicas con capacidad de 
provocar estrés oxidativo.
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Tabla 1. Composición de ácidos grasos de lípidos totales de microsomas hepáticos de pato, pollo y 
codorniz.

Los datos muestran el porcentaje del contenido total de ácidos grasos, expresados como el promedio ± D.S. de 3 individuos. 
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 especies presentan una varia-
da susceptibilidad in vivo, es capaz de ocasionar 
la formación de lipoperóxidos (3, 16, 17). En esta 
investigación se observa que los microsomas 
hepáticos de pato, especie altamente sensible a 
la aflatoxina B1, tienen una mayor tendencia a 
ser lipoperoxidados en relación con los de pollo 
y codorniz, especies con mayor resistencia a la 
mencionada toxina.

Es posible que el diferente perfil de ácidos 
grasos de las especies y su capacidad de ser pe-
roxidados sea un elemento clave en determinar 
la susceptibilidad a sustancias tóxicas que, como 
la aflatoxina B1, tienen la capacidad de generar 
estrés oxidativo. En futuras investigaciones, 
deberían ser evaluados otros mecanismos de 
protección contra radicales libres presentes en 

diferentes especies de aves que puedan estar 
contribuyendo con la variada susceptibilidad a la 
lipoperoxidación. Igualmente, podrían emplearse 
reconocidas sustancias tóxicas generadoras de 
radicales libres para inducir la lipoperoxidación 
de membranas y de esta manera elucidar con 
mayor certeza el mecanismo de acción de este 
tipo de químicos. 
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Figura 1. Composición de ácidos grasos poli-
nosaturados de microsomas hepáticos control 
de diferentes aves. Los resultados se expresan 
como el promedio ± D.S. de tres individuos. Las 
diferencias estadísticamente significativas entre 
las aves están indicadas por diferentes letras 
(P< 0.05). 

Figura 2. Índice de instauración (UI) de  los 
lípidos de membranas microsomales hepáticas 
peroxidadas y no peroxidadas de diferentes aves. 
Los resultados se expresan como el promedio ± 
D.S. de tres individuos. Las diferencias estadís-
ticamente significativas entre las membranas 
control y las peroxidadas se indican por * y las 
presentes entre los microsomas control de pato, 
pollo y codorniz se indican por letras diferentes 
(P<0,05). 

Figura 3. Composición de ácidos grasos mono-
insaturados de microsomas hepáticos control 
de diferentes aves. Los resultados se expresan 
como el promedio ± D.S. de tres individuos. Las 
diferencias estadísticamente significativas entre 
las aves están indicadas por diferentes letras 
(P< 0.05). 

Figura 4. Peroxidación lipídica de microsomas 
hepáticos de diferentes aves. La quimiolumis-
cencia fue determinada durante un período de 
180 minutos y registrada como cuentas por mi-
nuto (cpm) cada 10 minutos. La suma del total 
de quimioluminiscencia fue usada para calcular 
cpm/mg de proteína. Los resultados se expresan 
como el promedio ± D.S. de tres individuos. Las 
diferencias estadísticamente significativas entre 
el control y los peroxidados están indicadas por 
* (P<0,05).  
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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: alteraciones oxidativas; daño en el ADN; hipocuprosis bovina

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: oxidatives alterations; DNA damage; bovine hypocuprosis.

Trabajos de Investigación
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INTRODUCCIÓN
La hipocuprosis bovina es una de las 

principales enfermedades nutricionales que 
afectan al ganado en pastoreo en Argentina y en 
el mundo. Por su alta incidencia es considerada 
la segunda deficiencia mineral en importancia a 
nivel mundial (1). En Argentina ha sido reportada 
entre otras en las provincias de Córdoba, Santa 
Fe, Chaco, Formosa y Entre Ríos (2), pero es sin 
dudas en la cuenca deprimida del Río Salado (Pro-
vincia de Buenos Aires) donde adquiere mayor 
importancia, afectando normalmente a mas del 
50% de los bovinos adultos criados en pastoreo 
y hasta el 70% de los terneros (3).

Dentro del organismo el cobre (Cu) se halla 
asociado a enzimas, las cuales están involucradas 
en numerosos procesos biológicos vinculados con 
el crecimiento y desarrollo, reproducción y con la 
respuesta inmune (3, 4). Durante la deficiencia 
se produce la alteración del funcionamiento de 
estas enzimas (también denominadas cuproenzi-
mas), fenómeno que se vincula directamente con 
la aparición de los signos clínicos y subclínicos 
de la enfermedad, entre los cuales los mas co-
munes son la despigmentación del pelo, anemia, 
fracturas espontaneas, degeneración miocárdica, 
hipomielinización de la medula espinal, menor 
performance reproductiva, alteraciones inmuno-
lógicas y menores ganancias de peso (2, 5). 

Una de las consecuencias recientemente 
reportadas y estudiadas es la producción de daño 
en el ADN durante la deficiencia de cobre. Dichos 
trabajos incluyen desde observaciones realizadas 
en cultivos de células deprivadas de Cu, hasta 
ensayos en animales de laboratorio e incluso en 
animales bajo condiciones de deficiencia natural 
(6, 7, 8, 9, 10, 11). El principal argumento uti-
lizado para justificar este fenómeno ha sido la 
potencial alteración de las defensas antioxidan-
tes naturales, producto de una disminución en 
la actividad de enzimas antioxidantes mayores 
[como la Cu/Zn-superoxido dismutasa (Cu/Zn-
SOD))] y de enzminas antioxidantes menores 
[ceruloplasmina (Cp)], concomitantes con un 
efecto prooxidante derivado de la alteración de 
la función de la enzima de la cadena respiratoria 
citocromo c-oxidasa (CCO) (12). Dicho argumento 
ha sido ratificado en numerosas ocasiones por 
el hallazgo de disminuciones en la actividad de 
las citadas enzimas, así como por la observación 
de lesiones oxidativas reportadas en diferentes 
trabajos (12,13,14,15,16).

Observaciones preliminares realizadas en 
bovinos en pastoreo durante el desarrollo de 
la deficiencia de Cu sugieren que el daño en la 
molécula de ADN podría ser una de las primeras 
consecuencias de la enfermedad (10), la cual se 
presentaría con antelación a la aparición de los 
signos clínicos y productivos de la enferemedad. 
Por otra parte, existen evidencias de que dicho 

efecto podría verse relacionado con una dismi-
nución de la capacidad orgánica antioxidante 
durante el desarrollo de la enfermedad. Por lo 
tanto, el objetivo del presente trabajo es estable-
cer la existencia de daño en el ADN en bovinos 
cu-deficientes, la precocidad de aparición de di-
cha alteración y su vinculación con la capacidad 
orgánica antioxidante, valorada a través de la 
actividad Cu/Zn-superoxido dismutasa (Cu/Zn-
SOD) y a través del índice de peroxidación (IP) 
y composición de ácidos grasos de eritrocitos 
Cu-deficientes. 

MATERIALES Y METODOS
Para establecer la asociación existente en-

tre daño en el ADN y la deficienciencia de Cu, así 
como su posible origen se realizaron tres tipos de 
ensayos: a). ensayo A: Determinación de daño en 
la molécula de ADN y asociación con niveles de 
cupremia. b) ensayo B: determinación de la acti-
vidad de la enzima Cu/Zn-superoxido dismutasa 
durante el desarrollo de la carencia y C) ensayo 
C: Determinación de alteraciones oxidativas.

Establecimiento y animales: para el de-
sarrollo de los diferentes ensayos se utilizaron 
bovinos de rodeo general (ensayo A) y el rodeo 
de bovinos de carne de la Estación Experimental 
“Chascomus” (Gobierno de la Provincia de Bue-
nos Aires) (ensayos B y C). En este último caso, 
se seleccionaran al azar 60 terneros, los que se 
dividieron en:

Lote A: integrado por 30 animales identifi-
cados con doble caravana, que se utilizaron para 
el estudio de las consecuencias de la enfermedad 
(grupo de estudio) y Lote B (grupo control): inte-
grado por los restantes 30 animales, 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 obtuvieron 
muestras de sangre por punción yugular, las que 
se recolectaron en tubos previamente hepariniza-
dos o tratados con EDTA según la determinación 
a realizar. En el caso del ensayo B los muestreos 
se realizaron a partir de los 3 meses de edad y 
hasta el destete (7 meses) cada 45 días. 

Diseño experimental
Ensayo A: muestras de sangre de 304 

animales pertenecientes a diferentes estableci-
mientos ganaderos (n= 10) fueron utilizadas para 
establecer la concentración plasmática de Cu 
(cupremia) y el nivel de daño en el ADN mediante 
el empleo de la electroforesis en gel de células 
aisladas (ensayo cometa, versión alcalina). 

Ensayo B: en 10 animales de cada lote se 
realizó la determinación de actividad Cu/Zn-
SOD cada 45 días, así como la concentración 
plasmática de Cu.

Ensayo C: se obtuvieron muestras de san-



ISSN 0365-5148	

Hipocuprosis bovina

13Analecta Veterinaria 2005; 25 (2): 11-17

gre de 10 animales pertenecientes al lote A y 10 
del lote B. Dichas muestras se utilizaron para 
determinar la frecuencia de células con daño en 
el ADN, el índice de peroxidación eritrocitaria y la 
composición de ácidos grasos eritrocitaria. 

Determinación de cobre en plasma: 
La sangre fue centrifugada por 10 minutos 

a 1500 rpm hasta la obtención de plasma. Una 
alícuota de plasma homogeneizada (1 ml) se des-
proteinizó en cantidades iguales con ácido triclo-
roacético al 10 % (peso/volumen). La muestra se 
centrifugó a 4000 rpm durante 10 minutos y en 
el sobrenadante se midió la concentración de Cu 
en plasma por espectrofotometría de absorción 
atómica (EAA), empleando la técnica descripta 
por Pipper y Higgins (17) en un equipo modelo 
GBC 902, con llama de aire y acetileno, tipo 
oxidativa y a 324.7 nm de longitud de onda. Se 
preparó una curva de calibración de tres puntos 
(25, 50 y 100 µg/dl), empleando una mezcla de 
agua desionizada y ácido tricloroacético al 10% 
en partes iguales como blanco y diluyente de los 
estándares.

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

Se tomaron muestras de sangre utilizando 
Na2EDTA como anticoagulante. Una alícuota 
de 0,5 ml. fue centrifugada por 10 minutos a 
3000 rpm, el plasma y la porción superior de 
los elementos formes fueron retirados. El pellet 
de glóbulos rojos (GR) remanentes fue lavado 4 
veces con 3 ml de una solución de NaCl al 0,9 %, 
centrifugando por 10 minutos a 3000 rpm luego 
de cada lavado. Los GR lavados fueron lisados 
mediante el agregado de agua desionizada helada. 
El lisado de GR fue diluido 50 veces con buffer 
fosfato (pH 7; 0,01 mol/l) y la actividad de la en-
zima fue medido usando un Kit comercial (RAN-
SOD, by RANDOX Laboratories). Los resultados 
fueron expresados en unidades internacionales 
por mililitro (UI/ml).

 
Determinación de quimioluminiscencia 

(QL) en glóbulos rojos: 
La muestra de sangre fue centrifugada 

por 10 minutos a 1000 g y a 4 ºC. El plasma y 
la porción superior de elementos formes fueron 
descartados. Los GR remanentes fueron lavados 
3 veces en una solución salina bufferada (PBS 
5mM pH 7,4; 150 mM NaCl). El estudio se reali-
zó mediante un sistema in vitro, dependiendo de 
t- butyl hidroperoxido (tBH) (8 mM), en buffer 
0,05 M fosfato pH 7,4 a 37 ºC. De cada muestra 
se midió hemoglobina y se estandarizó al 1,5 %. 
El proceso fue cuantificado por emisión lumínica 
(18) en un contador de centelleo liquido Packard 
1900 TR. La quimioluminiscencia fue determina-
da durante 60 minutos y cuantificada en cuentas 

por minuto (cpm) cada 5 minutos. En todos los 
casos se realizó en forma simultánea un blanco 
sin tBH que fue considerado como nativo de cada 
una de las muestras.

Determinación de la composición de áci-
dos grasos de glóbulos rojos: Los lípidos de las 
membranas tanto nativas como peroxidadas en 
las distintas condiciones experimentales se extra-
jeron por el método de Folch y col. (19), con BHT 
al 0,01 % como antioxidante. Los ácidos grasos 
de las membranas se transmetilaron con triflo-
ruro de boro al 10% en metanol a 60 ºC durante 
una hora y los esteres metílicos se analizaron 
en un cromatógrafo gaseoso GC-14 (Shimadzu). 
Los picos se identificaron por comparación con 
los tiempos de retención de estándares de ácidos 
grasos.

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

La determinación del daño en el ADN en 
leucocitos se realizó de acuerdo con el protocolo 
propuesto por Picco (20) con pequeñas modifica-
ciones. Una alícuota de 15 ml de cada muestra de 
sangre se separó inmediatamente después de la 
extracción y se almacenó en completa oscuridad y 
a 4 °C hasta su llegada al laboratorio. Una vez en 
el Laboratorio los 15 ml de sangre se mezclaron 
con 75 ml de agarosa de bajo punto de fusión al 
0,5 %, y se sembraron en un portaobjetos cubier-
to con agarosa de punto de fusión normal al 0,5 
%. Se realizaron dos preparados por donante. Las 
células se lisaron con solución 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 electroforesis. Antes de 
la electroforesis, los preparados se equilibraron 
en solución alcalina (EDTA 1mM, OHNa 300 mM, 
pH>13) durante 20 minutos para la desespiraliza-
ción del ADN. La electroforesis se realizó durante 
30 minutos a 25 V y 300 mA. Inmediatamente 
después, los preparados se neutralizaron me-
diante tres lavados con buffer Tris pH 7,5 cada 
5 minutos y agua destilada.

Los preparados se colorearon con una solu-
ción de SYBR Green I® (Molecular Probes) 1/1000 
y se analizaron con un microscopio Olympus BX 
40 provisto de lámpara de mercurio de alta pre-
sión de 100 W (USHIO USH 102 D). Se utilizó una 
cámara Sony CCD para capturar las imágenes 
y estas se guardaron y analizaron utilizando el 
software Image Pro Plus®. Las células se clasifi-
caron en primera instancia como normales (con 
núcleo redondeado) o anormales (con algún grado 
de migración de ADN del núcleo). En un segundo 
paso, las células anormales se clasificaron en 
diferentes grados del 1 al 5. Finalmente el Indice 
de daño en el ADN se calculo aplicado el modelo 
descripto por Collins (21), donde la ausencia de 
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daño se expresa como 0, siendo 400 el máximo 
nivel de daño posible.

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

mediante el análisis de regresión y correlación, 
mientras que la comparación entre rangos de 
cupremia se realizó mediante el análisis de la 
varianza. Los resultados del ensayo B se evalua-
ron mediante un Análisis de Muestras Repetidas 
dentro del General Lineal Model del paquete 
estadístico SPSS 10.0. Se empleó un ANOVA 
Factorial Mixto o split-plot, utilizando al grupo de 
origen (GS y GNS) como Factor Inter-sujeto y al 
tiempo como Factor Intra-sujeto, representando 
los muestreos los niveles de este factor. Las di-
ferencias entre medias dentro de los factores se 
establecieron por Comparaciones Múltiples. Los 
resultados del ensayo C se evaluaron mediante el 
análisis de varianza. En todos los casos se exigió 
una significación estadística del 5 % (p <0,05).

RESULTADOS
Ensayo A: Los resultados obtenidos al estu-

diar la relación existente entre cupremia y daño 
en el ADN en leucocitos de sangre periférica se 
presentan en la Tabla 1. En ella puede observarse 
que valores bajos de cupremia se corresponden 
con los máximos niveles de daño en el ADN. 

El análisis de regresión y correlación re-
veló la existencia de una fuerte asociación, de 
tipo lineal (invertida) entre ambas variables (y= 
0,0003x3 – 0,0317x2 +0,7711x + 63,103; R2: 
0,9014; p< 0,01). El análisis estadístico realiza-
do para comparar los valores de daño en el ADN 
obtenidos en cada rango de cupremia, permitió 
establecer la existencia de 3 niveles de daño en el 
ADN, correspondientes a cupremias menores a 30 

µg/dl de Cu en plasma (máximo nivel de daño), 
cupremias entre 30 y 60 µg/dl (nivel intermedio) 
y cupremias mayores a 60 µg/dl (mínimo nivel 
de daño).

Ensayo B: La tabla 2 muestra los resulta-
dos obtenidos al evaluar el comportamiento de la 
actividad Cu/Zn-SOD durante el desarrollo de la 
carencia y la evolución de los niveles de cupremia. 
Como puede observarse, la disminución de las 
cupremias se acompañó de una disminución en 
la actividad de dicha enzmia, pero dicha dismi-
nución solo fue significativa al final del ensayo, 
luego de tres meses de carencia y siendo los 
animales hipocuprémicos severos por al menos 
dos meses. 

Ensayo C: Los resultados obtenidos al ana-
lizar el índice de peroxidación y la composición 
de ácidos grasos en glóbulos rojos de animales 
Cu-deficientes se presentan en las tablas 3 y 4. 
Previo a la realización de dichas determinaciones, 
el análisis de células con daño en el ADN realizado 
en las mismas muestras reveló un mayor número 
de células con daño en los animales hipocupré-
micos con relación a los controles (frecuencia de 
daño: 0,196 vs 0,144; X2= 5,13; p= 0,023). El ín-
dice de peroxidación observado en glóbulos rojos 
de animales con y sin deficiencia (medido cada 5 
minutos y hasta los 25 minutos), no arrojo dife-
rencias significativas, solo pudiéndose observar 
una tendencia a un mayor nivel de peroxidación 
a los 5 minutos de iniciado el ensayo en los ani-
males con deficiencia de Cu (85 vs 100 cpm en 
normo e hipocuprémicos respectivamente). La 
posterior determinación de la composición de 
ácidos grasos de membrana tampoco arrojo dife-
rencias estadísticas significativas entre animales 
normales e hipocuprémicos cuando se analizó a 
cada ácido graso en particular. Sin embargo, el 
porcentaje de ácidos grasos saturados totales 
fue estadísticamente superior en los animales 
hipocuprémicos (72,9 % vs 64,1% en hipo y 
normocuprémicos respectivamente; p< 0.05), al 
igual que la relación ácidos grasos saturados/in-
saturados (p< 0.05). Mientras que el porcentaje 
de ácidos grasos insaturados totales fue mayor 
en los animales normocuprémicos (35,9 vs 27,06 
%; p< 0.05).

DISCUSION
Los resultados obtenidos en el presente 

ensayo permiten observar en primer lugar una 
estrecha asociación entre el estatus de cobre de 
los animales (valorado según la cupremia) y los 
niveles de daño en el ADN. Dicha asociación, 
que se presenta como una correlación inversa 
entre cupremia y daño en el ADN, muestra que 
pequeñas variaciones en el estatus de Cu pro-
ducen inmediatas consecuencias en la integri-
dad del ADN, pero además permiten reconocer 
con claridad tres estratos de cupremia en los 

Tabla  1. Rangos de cupremia e indice de daño 
en el ADN en leucocitos de bovinos con diferentes 
niveles de cupremia.

Letras minúsculas diferentes indican diferencias significativas 
entre rangos de cupremia (p< 0,05). 
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Tabla 2. Concentración promedio de Cu (± ES) en plasma y actividad 
superóxido dismutasa eritrocitaria (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. Composición de ácidos grasos (%) en los eritrocitos de animales suplemen-
tados y no suplementados.

Tabla 4. Índice de peroxidación (cpm) en eritro-
citos pertenecientes a animales de los grupos 
suplementado y no suplementados.

cuales el nivel de daño en el ADN es alto (hasta 
30 µg/dl de Cu en plasma), intermedio (30-60 
µg/dl) y bajo (más de 60 µg/dl). Permitiendo por 
lo tanto, clasificar el estatus de Cu de los ani-
males solo conociendo los valores de daño en el 
ADN. Esta ultima agrupación de las cupremias 
es coincidente con aquella propuesta por Suttle 
ya en 1983 (22) y reafirmada por Underwood y 
Suttle en 1999 (4) (Hipocupremia severa= menor 
a 30 µg/dl; hipocupremia moderada= entre 30 y 
60 µg/dl; normocupremia= mayor a 60 µg/dl), 
con la salvedad que dichos autores sugieren la 
posibilidad de aparición de consecuencias de la 
enfermedad cuando el animal es hipocupremico 
severo, mientras que según nuestros resulta-
dos, considerando al daño en el ADN como una 
consecuencia de la enfermedad, las alteraciones 
provocadas por la deficiencia aparecen ni bien el 
animal deja de ser normocuprémico. 

En cuanto al origen de dicho daño, hemos 
especulado recientemente con el posible origen 

oxidativo, producto de las disminuciones en la 
actividad de enzimas antioxidantes Cu-depen-
dientes (Cu/Zn-SOD y Cp) y Cu-influenciables 
(GSHpx y catalasas), concomitantes con un 
incremento potencial de la producción de espe-
cies activas del oxigeno en la cadena respirato-
ria por disfunción de la CCO. Dicho esquema 
de producción de daño oxidativo, desarrollado 
ampliamente por Strain (12) para explicar otras 
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consecuencias de la enfermedad, y apoyado a 
partir de la información proveniente de ensayos 
aislados o parciales, realizados mayoritariamente 
in vitro (2,13,14,15,16,20) permiten suponer que 
el dicho modelo de daño oxidativo podría explicar 
el origen del daño en el ADN observado en bo-
vinos en condiciones naturales. Sin embargo, y 
en contraposición con dicho modelo en el cual se 
le asigna un rol preponderante a la disminución 
de la actividad de la Cu/Zn-SOD, las evidencias 
obtenidas en este trabajo sugieren que se re-
quieren varios meses de carencia (y por ende de 
valores subnormales de cupremia) para que se 
afecte significativamente la actividad SOD, lo cual 
es coincidente con las observaciones realizadas 
previamente por Boyne y Arthur (23), para los 
cuales la actividad de dicha enzima solo se afec-
to tras un prolongado período de carencia y con 
valores correspondientes a hipocupremia severa. 
Pese a ello, los resultados obtenidos al evaluar la 
composición de ácidos grasos en las células de 
animales con y sin un adecuado estatus de Cu 
sugieren la alteración del estatus anitoxidante a 
favor de una condición prooxidante durante la 
carencia de Cu. En dicho ensayo, concomitante 
con un incremento en la frecuencia de leucocitos 
con daño en el ADN, la composición de ácidos 
grasos en eritrocitos revelo un mayor porcentaje 
de ácidos grasos saturados en aquellos animales 
Cu-deficienctes. Simultáneamente, se observo 
una mayor tendencia a la peroxidación de áci-
dos grasos, lo cual es interesante ya que dada la 
composición de ácidos grasos mayoritariamente 
saturados, era esperable una menor capacidad 
de peroxidación, apoyando nuevamente la teoría 
del estrés oxidativo durante la deficiencia. En tal 
sentido, dado que la enzima CCO presenta un 
umbral de protección mucho menor, con afec-
tación de su funcionamiento en bovinos cuando 
estos dejan de ser normocuprémicos, es proba-
ble que presente un rol central en la génesis de 
dicho daño (20). Otra enzima que podría tener 
un rol clave es la Cp, la cual al igual que la CCO 
presenta una inmediata disminución en su acti-
vidad cuando disminuye la cupremia. De hecho, 
la actividad antioxidante ferroxidasa de dicha 
enzima posee una correlación mayor al 93% con 
la concentración plasmática de Cu (24). Estudios 
realizados en individuos aceruloplasminemicos 
demuestran que la falta de actividad Cp condu-
ce a una acumulación intracelular de hierro y a 
un incremento de alteraciones oxidativas (20). 
Por otra parte, estudios realizado por este grupo 
demostraron que durante la deficiencia de Cu se 
produce un incremento en la frecuencia de abe-
rraciones cromosómicas (10) y que en la génesis 
de dicho daño intervienen no solo una lesión en 
el ADN, sino también una incapacidad relativa 
para reparar dicho daño, específicamente una 
incapacidad de reparación del ADN en el período 

G2 del ciclo celular (25). Dicha observación su-
giere un segundo factor posible para explicar la 
aparición de alteraciones en la molécula de ADN, 
pero de ninguna manera puede excluir la teoría 
del daño oxidativo, ya que Según Guetens y col. 
(26) el principal efecto pernicioso del incremento 
de la concentración de EAO es ejercido sobre 
las proteínas, agregando que las enzimas de la 
reparación no se encuentran exentas. Conclu-
yen además que el hecho de que normalmente 
puedan detectarse productos de la oxidación de 
bases nitrogenadas indicaría que en condiciones 
in vivo, dichas enzimas se hallan muy cerca de 
su capacidad máxima de respuesta.

Por lo tanto, la deficiencia de Cu en bovi-
nos 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. Sin embargo 
futuros estudios deberán orientarce a establecer 
el origen mono o multifactorial del daño en el 
ADN, así como su impacto en la capacidad pro-
ductiva, reproductiva e inmunológica durante la 
hipocuprosis bovina. 
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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: caninos, neoplasias melanocíticas, epidemiología

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: canine, melanocytic tumors, epidemiology
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Introducción
En el pasado, el término “melanoma” ha 

sido empleado de diferentes formas en los siste-
mas de nomenclatura de las neoplasias melanocí-
ticas (NM) caninas. Algunos autores han aplicado 
el término “melanoma” a proliferaciones benignas 
y malignas, mientras que otros han restringido su 
uso sólo para referirse a proliferaciones malignas. 
Actualmente, de acuerdo con la descripción y cla-
sificación propuesta por la OMS, las NM malignas 
(NMM) son denominadas melanomas y las NM 
benignas (NMB) melanocitomas (1, 2). 

Las NM en caninos son relativamente co-
munes representando entre el 4 y el 7% del total 
de los tumores en general. Se presentan con ma-
yor frecuencia en caninos mayores de 10 años 
de edad (rango de 1 a 17) (3, 4). La frecuencia de 
las NM es más alta en animales de piel y muco-
sas pigmentadas (3, 4, 5). No ha sido observada 
predisposición por sexo, aunque algunos autores 
afirman que, al igual que en humanos, la pro-
porción de machos y hembras afectados es de 
2-3:1 (3, 4, 6). 

Los sitios más comúnmente afectados son, 
en orden decreciente, la mucosa oral, los labios, 
la piel (especialmente de los dedos) y, en menor 
medida, el ojo (3). Existen contradicciones al 
respecto, ya que otros autores afirman que el 
mayor porcentaje de estas neoplasias ocurre en 
la piel (2,7).

En la mucosa oral, las localizaciones más 
comunes son las encías, el paladar y los labios 
(incluyendo la unión mucocutánea) (3, 4, 10), 
mientras que en la piel lo son la cara (especial-
mente los párpados), el tronco y las extremidades 
(sobretodo los dedos y el lecho ungueal) (2, 3, 5, 
10). 

Llama la atención la relación entre el com-
portamiento de las NM y su localización; aquellas 
situadas en la mucosa oral y las uniones muco-
cutáneas suelen ser malignas en su mayoría (2, 
3, 5, 8, 11), mientras que las situadas en el ojo y 
los párpados suelen presentar comportamiento 
benigno (a excepción de las de la conjuntiva) (7, 
2, 12). Esto último también parece ocurrir en 
las NM cutáneas, constituyendo la excepción 
las de localización digital (lecho ungueal) (3, 5, 
8, 9, 10).

El objetivo del presente trabajo es presentar 
información epidemiológica sobre neoplasias me-
lanocíticas caninas a partir del análisis de casos 
de archivo y compararla con la comunicada por 
otros autores.

Materiales y Métodos
Se llevó a cabo la búsqueda de todos los 

casos de neoplasias melanocíticas caninas ingre-
sados al Instituto de Patología durante el período 
1995-2005. Ochenta y seis casos fueron revisa-
dos por los autores aplicando la clasificación pro-

puesta por la OMS (1998), utilizando cortes histo-
lógicos coloreados con H&E y, en dos de los casos, 
con la coloración de Fontana Masson. El 95 % de 
las muestras provino de material de biopsias y el 
5 % restante de necropsias. Setenta y ocho neo-
plasias fueron seleccionadas para su inclusión 
en el estudio de acuerdo con la disponibilidad de 
materiales, así como de información acerca de 
los aspectos siguientes: raza, edad, sexo, locali-
zación de la neoplasia primaria y metastásica (si 
la hubiere), tamaño (diámetro mayor, sólo de la 
masa primaria), ulceración (presencia o ausencia) 
y pigmentación macroscópica (presencia o ausen-
cia). Durante la observación microscópica de los 
casos se registraron el diagnóstico histopatológico 
(melanoma, melanocitoma, NM no clasificada), el 
tipo celular predominante (epitelioide, fusiforme, 
mixto, globoso, redondo), el grado de pigmenta-
ción mediante una escala subjetiva de 0 a 4 (0 = 
pigmento no evidenciable, ausente, 1 = pigmento 
evidenciable mediante coloraciones especiales, 2 
= escasa cantidad de pigmento presente sólo en 
algunas células, 3 = gran cantidad de pigmento 
presente sólo en algunas células y 4 = gran can-
tidad de pigmento presente en la mayor parte de 
las células) y la cantidad de mitosis en la obser-
vación de 10 campos de mayor aumento desde 
0 hasta más de 3. Los datos fueron tabulados y 
se determinó la distribución de frecuencias para 
cada una de las variables analizadas. A fin de eva-
luar una posible asociación entre el diagnóstico 
histopatológico de la neoplasia y los eventos sexo, 
edad, localización anatómica, ulceración, grado 
de pigmentación y tipo celular predominante se 
utilizó la prueba de X2 y el test exacto de Fisher. 
Los resultados se consideraron significativos en 
un nivel del 5 % (p<0,05). Se utilizó el software 
Epi Info, versión 3.3.2.

Resultados
La frecuencia de neoplasias melanocíticas 

malignas (NMM), benignas (NMB) y no clasifi-
cadas (NMNC) se muestra en la figura I. Estas 
últimas corresponden a un grupo de NM que no 
pudo ser incluido en alguno de los anteriores 
mediante las técnicas convencionales. 

La distribución de las NM de acuerdo con 
la raza se muestra en la figura II. 

La edad promedio de presentación fue de 
9,6 años (rango=17, mediana=9,5, moda=10). 
Cerca del 40% de los casos se presentó en ani-
males de entre 8 y 10 años. Del total de los casos 
observados en animales menores de la edad pro-
medio de presentación, sólo uno correspondió a 
un animal mestizo (2 años). Los demás ocurrieron 
en animales de razas definidas. 

La distribución de las neoplasias NMM, 
NMB y NMNC de acuerdo con la edad se muestra 
en la figura III.

La distribución de las NMM, NMB y NMNC 
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NR: raza no registrada
Figura II. Distribución de las neoplasias mela-
nocíticas de acuerdo con la raza
Figure II. Distribution of melanocytic tumors according to 
breed

Figura I. Frecuencia de neoplasias melanocíticas 
malignas (NMM), benignas (NMB) y no clasifica-
das (NMNC).
Figure 1. Frequency of malignant, bening and unclassified 
melanocytic tumors.

NR: edad no registrada
Figura III. Distribución de las neoplasias mela-
nocíticas malignas (NMM), benignas (NMB) y no 
clasificadas (NMNC) de acuerdo con la edad 
Figure III. Distribution of malignant, benign, and unclassified 
melanocytic tumors according to age

Tabla 1. Distribución de las neoplasias melanocíticas malignas (NMM), benignas 
(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 registrado

NR: localización no registrada
Figura IV. Distribución de las neoplasias mela-
nocíticas según la localización anatómica 
Figure IV. Distribution of melanocytic tumors according to 
location
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NR: localización anatómica no registrada
Figura V. Distribución de las neoplasias me-
lanocíticas malignas (NMM), benignas (NMB) y 
no clasificadas (NMNC) según su localización 
anatómica 
Figure V. Distribution of malignant, benign, and unclassified 
melanocytic tumors according to location

NR: localización anatómica no registrada
Figura VI. Frecuencia de localización anatómica 
de las neoplasias melanocíticas malignas (NMM), 
benignas (NMB) y no clasificadas (NMNC)
Figure VI. Frequency of location of malignant, benign, and 
unclassified melanocytic tumors

Figura VII. Frecuencia de ulceración en neopla-
sias melanocíticas malignas (NMM), benignas 
(NMB) y no clasificadas (NMNC)
Figure VII. Frequency of ulceration in malignant, benign, 
and unclassified melanocytic tumors

Figura VIII. Distribución del grado de pigmenta-
ción en neoplasias melanocíticas malignas (NMM), 
benignas (NMB) y no clasificadas (NMNC)
Figure VIII. Distribution of degree of pigmentation in malig-
nant, benign, and unclassified melanocytic tumors

Tabla 2. Distribución del tipo celular predominante en neoplasias melanocíticas malignas (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 neoplasias fueron macroscópicamente 
pigmentadas en el 51,0% (n=40) de los casos. 
El color varió desde negro hasta gris claro, con 
tonalidades pardo grisáceas intermedias.

El diámetro mayor de las NMM fue, en pro-
medio, de 3,8 cm, con extremos de 0,5 y 15 cm, 
una moda de 4 cm y una mediana de 3 cm. En 
las NMB, el diámetro mayor fue de 2,81 cm en 
promedio, con extremos de 0,5 y 15 cm, con una 
moda de 2 cm y una mediana de 1,5 cm. 

La distribución de las NM según la localiza-
ción anatómica se expone en la figura IV. 

Sólo en cuatro casos con diagnóstico de 
NMM se dispuso de información acerca de la pre-
sencia de metástasis. Los sitios preferentemente 
afectados fueron el pulmón y los linfonódulos 
satélites y, en un caso, el hígado.

La distribución de las NMM, NMB y NMNC 
según su localización anatómica se muestra en 
la figura V. 

Se observó asociación significativa entre 
NM de localización cutánea y diagnóstico de 
melanocitoma (p<0,01), así como entre NM de 
localización oral y diagnóstico de melanoma 
(p<0,01; OR=25).

El 26,0% (n=13) de las NM cutáneas se 
localizó en la región de la cabeza, afectando 
principalmente los párpados. El 42,0% (n=21) de 
las mismas se localizó en el tronco, con mayor 
frecuencia en el torax, el vientre y el periné. En 
cuanto a las extremidades (n=14; 28,0%), se ob-
servó predilección por los dedos (n=13; 92,9%). 
Una gran parte de los casos afectó a los dedos 
tercero y cuarto, preferentemente del miembro 
torácico. Del total de las NM cutáneas digitales, el 
69,2% (n=9) estuvo representado por melanomas 
y el 30% (n=3) por melanocitomas. No se encontró 
asociación significativa entre localización cutánea 
digital y diagnóstico de melanoma (p>0,05).

Los sitios más afectados por las NM orales 
fueron las encías, tanto maxilar como mandibu-
lar (n=9; 36%), el paladar (n=5; 20%) y los labios 
(n=4; 16%); los carrillos y la afección conjunta de 

las encías, el paladar y los carrillos representaron 
el porcentaje restante.

Las NM de localización ocular (n=2) fueron 
diagnosticadas como melanomas, representando 
el 4% del total de los melanomas diagnosticados 
en el estudio (figuras V y VI). Ambas se encontra-
ban localizadas en la membrana nictitante. 

El 20,5 % (n=16) de las NM estudiadas 
presentó ulceración. La frecuencia de ulceración 
en NMM, NMB y NMNC se muestra en la figura 
VII. Cabe mencionar que en tres de los casos de 
melanoma (dos de ellos localizados en la piel del 
escroto y uno en la encía), la ulceración fue la 
única manifestación de la neoplasia. No se en-
contró asociación significativa entre la presencia 
de ulceración y el diagnóstico histopatológico 
(p>0,05).

El 33,3% (n=26) de las NM estudiadas pre-
sentó tanto células epitelioides como fusiformes 
(tipo celular mixto), el 30,8% (n=24) epitelioides, 
el 29,5% (n=23) fusiformes, el 3,8% (n=3) globosas 
y el 2,6% (n=2) redondas. La distribución del tipo 
celular predominante en NMM, NMB y NMNC se 
muestra en la tabla 2. No se encontró asociación 
significativa entre el tipo celular predominante 
y las NMM (p>0,05), aunque sí se observó aso-
ciación entre el tipo celular fusiforme y las NMB 
(p<0,05; OR=3,51).

La pigmentación microscópica de las NM 
se encontró distribuida en forma relativamente 
uniforme entre los grados 1 a 4, registrándose 
sólo 2 neoplasias (2,6%) con ausencia total de 
melanina (grado 0). La distribución del grado 
de pigmentación en NMM, NMB y NMNC se 
muestra en la figura VIII. Se observó asociación 
significativa entre la presencia de grados 3 y 4 de 
pigmentación y melanocitomas y entre grados 0 
a 2 y melanomas (p<0,01; OR=5).

Del total de melanomas diagnosticados en 
este estudio, el 55,1% (n=27) presentó tres mi-
tosis (o más de tres) observadas en 10 campos 
de mayor aumento. Asimismo, el 100,0% de los 
melanocitomas presentó entre 0 y 1 mitosis (ta-
bla 3). Se observó asociación significativa entre 
la cantidad de mitosis en diez campos de mayor 

Tabla 3. Mitosis cada 10 campos de mayor aumento (CMA) en neoplasias melanocíticas malignas 
(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 diagnóstico histopatológico en las 
NM estudiadas (p<0,01).

Discusión
Los hallazgos en la distribución de las NM 

de acuerdo con la raza son en parte coinciden-
tes con los de la bibliografía; algunos autores 
han informado sobre una predisposición a la 
ocurrencia de melanomas orales en las razas 
Cocker Spaniel, Pequinés y Doberman, así como 
en animales mestizos (4). Existen controversias 
acerca de la representación de cada raza entre 
los autores (4, 2, 5, 6, 10). 

Los datos acerca de la edad de presenta-
ción concuerdan con los de la bibliografía con-
sultada (2, 3, 4, 5, 6, 10). Sobre el total de las 
NM observadas en animales de hasta 9 años, se 
diagnosticó el mismo porcentaje de melanocito-
mas y melanomas (47,4%; n=18). En animales 
mayores de 9 años, el 76,3% (n=29) fue maligno 
y el 18,4% restante (n=7) benigno.  Esta observa-
ción indicaría que los animales mayores de esta 
edad presentan un riesgo más elevado de padecer 
melanoma que los animales menores de la misma 
(p<0,01; OR=3,58).

 Al contrario de lo que sucede en medicina 
humana, y de lo observado en algunos estudios 
en medicina veterinaria, no se detectó predispo-
sición por sexo (p>0,05) (3, 4, 6). El número de 
hembras afectadas (n=40; 51,3%) fue ligeramente 
superior al de machos (n=36; 46,1 %). 

En lo que respecta a la localización de las 
NM estudiadas, la frecuencia de la misma y su 
asociación con el diagnóstico histopatológico 
coincide con lo comunicado por otros autores (2, 
3, 4, 5, 6, 7, 8, 9). Del total de las NM cutáneas, 
el 48,0% (n=24) de las mismas fue diagnostica-
do como melanocitoma, 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 
melanocitomas diagnosticados en este estudio. 
Según estos hallazgos, las NM de localización 
cutánea serían más probablemente benignas y, a 
su vez, la casi totalidad de las NMB ocurriría en 
la piel (p<0,01). A pesar de que un gran porcen-
taje de NM observadas en la localización cutánea 
digital fue maligno (n=9; 69,2%), no hubo diferen-
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 localización oral representaron el 49,0% del 
total de los melanomas malignos diagnosticados 
en el estudio. Estos resultados permitirían inferir 
que las NM de localización oral serían malignas en 
la mayor parte de los casos (p<0,01; OR=25). 

Se coincide con los datos de la bibliografía 
en que la presencia de ulceración no estaría re-
lacionada con el diagnóstico histopatológico en 

animales  (p>0,05) (3).
Los resultados obtenidos en cuanto a la 

distribución del tipo celular predominante en 
NMM, NMB y NMNC son similares a los comu-
nicados por otros autores (4). En nuestra serie, 
el tipo celular fusiforme se asoció con las NMB 
(p<0,05; OR=3,51). Según otros estudios, el tipo 
celular predominante carece de valor pronóstico 
en animales (3). Sin embargo, otros afirman que 
en NM caninas de la úvea anterior, el tipo celular 
fusiforme se asociaría con pronóstico favorable 
y los tipos epitelioide y mixto con un pronóstico 
desfavorable, debido a un elevado riesgo de me-
tástasis (3). 

Si bien el grado de melanización se conside-
ra en la bibliografía como un indicador de dudoso 
valor pronóstico (3), la frecuente observación en 
este estudio de la presencia de grados 3 y 4 de 
pigmentación en melanocitomas y, de grados 0 a 
2 en melanomas, indicaría una posible relación 
entre dichas variables (p<0,01; OR=5). 

El hallazgo de 3 mitosis (o más de tres) 
observadas en 10 campos de mayor aumento se 
considera un indicador de malignidad en caninos 
(1). Los resultados obtenidos en los casos estu-
diados apoyarían esta afirmación (p<0,01).

La información aquí presentada correspon-
diente en su mayor parte a casos registrados en 
La Plata y alrededores concuerda, en general, 
con la comunicada por otros autores de diver-
sas partes del mundo. La misma es un aporte al 
conocimiento acerca de la epidemiología de las 
NM en nuestro medio, teniendo en cuenta que no 
hemos encontrado publicaciones sobre el tema en 
la Argentina. Cabe mencionar que los resultados 
presentados deben ser interpretados como una 
estimación de los parámetros analizados, dados 
la naturaleza retrospectiva del estudio y su ta-
maño muestral. 
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OTOENDOSCOPIAS EN CANINOS
Primera Etapa
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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- endoscopia- caninos

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- canines
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INTRODUCCIÓN
Los problemas óticos en caninos son moti-

vo frecuente de consulta en la clínica diaria. Se 
estima que entre el 15 y el 20 % de los pacientes 
caninos tienen alguna clase de enfermedad ótica 
con algunas variaciones vinculadas a la época 
del año en que fueron realizados los diferentes 
estudios (1,5).

El conducto auditivo externo canino tiene 
entre 5 a 10 cm de longitud y una luz de aproxi-
madamente 4 y 5 mm. El conducto vertical tiene 
dirección ventral y ligeramente rostral antes de 
curvarse para formar un conducto horizontal 
más corto, que tiene dirección medial y forma la 
porción horizontal del conducto auditivo exter-
no. Como el oído externo es elástico, es posible 
alinear el conducto auditivo en grado suficiente 
para proceder al examen otoscópico. La porción 
vertical y la mayor parte de la horizontal son 
cartilaginosas, pero la más profunda es ósea. 
El conducto auditivo está cubierto por piel que 
contiene glándulas sebáceas y ceruminosas y 
folículos pilosos. Las ceruminosas son glándulas 
sudoríparas tubulares apócrinas modificadas. 
Las secreciones combinadas de las glándulas 
sebáceas y ceruminosas forman el cerumen que 
cumple la función de proteger al conducto audi-
tivo externo al inmovilizar los objetos extraños y 
contribuye a mantener la membrana timpánica 
húmeda y flexible. El conducto auditivo externo 
está separado de la cavidad del oído medio por 
la membrana timpánica semitransparente. Esta 
consiste en un tabique membranoso, delgado y 
ligeramente opaco. Se ubica en un ángulo de 45 
grados en relación con el eje central de la por-
ción horizontal del conducto auditivo externo. 
Es delgada en el centro y más gruesa cerca de 
la periferia. La porción superior pequeña es la 
porción flácida y la porción inferior más grande 
es la porción tensa. A excepción de la porción 
fláccida, la membrana es tensa y tiene una in-
serción firme al hueso circundante mediante el 
anillo fibrocartilaginoso. Este se inserta en el 
anillo óseo del meato acústico externo mediante 
tejido fibroso. El contorno del mango del martillo 
se suele visualizar a través de la membrana tim-
pánica como estrías del martillo (4,10).

 La otitis externa es la inflamación aguda o 
crónica del canal auditivo desde el pabellón hasta 
la membrana timpánica, de etiología multifacto-
rial, lo que dificulta el diagnóstico y el tratamiento 
(4,9). Una posible complicación de la otitis exter-
na es la perforación del tímpano. 

La otitis media es la inflamación del oído 
medio incluyendo la membrana y la bulla timpá-
nicas. Para el diagnóstico de las otitis medias es 
indispensable la visualización de la membrana 
timpánica, pero,la mayoría de las veces las ca-
racterísticas anatómicas del conducto auditivo 
externo, hacen imposible la visualización directa 

y la endoscopia ótica es indispensable en estos 
casos (7,9). 

El tratamiento de las otitis crónicas repre-
senta un gran desafío para el veterinario práctico 
debido al alto porcentaje de recidivas que se ob-
servan rutinariamente. El tratamiento sintomá-
tico de las otitis externas, en base a un examen 
superficial del oído, sin un examen adecuado y en 
profundidad del conducto auditivo externo (CAE), 
puede resolver algunos casos, pero generalmente 
las respuestas que se observan son temporales y 
parciales. Las claves para el tratamiento exitoso 
de esta enfermedad son: la intervención 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 primaria o predisponente es el motivo más 
común de otitis crónica recurrente y en muchos 
de los casos se debe a una visualización inapro-
piada del conducto auditivo externo y membrana 
timpánica (2,3,6,8,11).

La otoendoscopia es una técnica aún no im-
plementada rutinariamente en nuestro medio.

 El objetivo de la primera etapa de este 
trabajo es describir los hallazgos endoscópicos 
en oídos de caninos sin signos clínicos de en-
fermedad ótica. Esto permitirá posteriormente, 
identificar las causas primarias y predisponentes 
de las otitis, lo que redundará en la aplicación de 
terapéuticas específicas acordes a cada caso.

MATERIALES Y MÉTODOS 
En esta primera etapa se realizaron 25 

otoendoscopias bajo anestesia general a cani-
nos que ingresaron al Servicio de Endoscopia 
del Hospital Escuela de la Facultad de Ciencias 
Veterinarias de la UNLP para otras prácticas. 
Se registraron los siguientes datos en planillas 
elaboradas para tal fin: reseña, antecedentes de 
otitis y/o enfermedades alérgicas, permeabilidad 
del conducto, presencia o no de secreciones y/o 
exudados , presencia de parásitos y/o cuerpos 
extraños, características de la pared y de la mem-
brana timpánica , para poder caracterizar endos-
cópicamente el oído de perros sin enfermedad 
ótica. Se utilizó un fibro gastroscopio pediátrico, 
cuyo diámetro externo es de 5 mm (Olympus Gif 
N 30). Simultáneamente a cada paciente se le 
tomaron muestras del conducto auditivo externo 
con hisopo estéril para realizar tinción citológica 
(Tinción 15) y tinción de Gram. 

Tabla 1- Antecedentes de otitis y/o alergias.
Table 1- Otitis and/or allergy antecedents

      Antecedentes
Otitis		  32 %
Alergias	 17 %
Ninguno	 51 %
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Foto 1. Pared normal del  conducto auditivo 
externo
Photo 1. Normal view of the ear canal.

Foto 2. Eritema en pared del conducto auditivo
Photo 2. Erythema in the ear canal

Foto 3 . Vista endoscópica de la membrana tim-
pánica.
Photo 3. Endoscopic view of the timpanic membrane.

RESULTADOS
Se realizaron 25 estudios durante el período 

mayo de 2004 a abril de 2005. Las edades de los 
caninos oscilaron entre 3 meses y 12 años. En 
32% de los casos se registraron antecedentes de 
otitis (Tabla 1). La permeabilidad del conducto 
auditivo estaba conservada en el 88% de los 
caninos observados. Se observó secreción en el 
92% de los pacientes. En ningún caso se encon-
traron cuerpos extraños o parásitos. En el 68 % 
la pared del conducto auditivo externo era normal 
(Foto 1), en el 16% había eritema (Foto 2), en el 
12% estaba ulcerada, y un 4% no era visible. La 
membrana timpánica estaba íntegra en el 76% 
de los casos (Foto 3), no visible en el 20% y en 
un caso (4%) estaba perforada. En el 72% de los 
pacientes se realizó estudio citológico y tinción 
de Gram. En el 89% se observaron cocos Gram 
positivos. En el 45% se observó moderada canti-
dad de Malassezia sp.

DISCUSIÓN
La utilización de una técnica innovadora 

como la otoendoscopia nos permite, en la gran 
mayoría de los casos, visualizar claramente las 
estructuras del conducto auditivo externo y la 
membrana timpánica. Esto, juntamente con los 
hallazgos citológicos y de la tinción de Gram en 
animales sin patología ótica aparente, nos per-
mite tener un patrón normal de comparación 
ante la presencia de enfermedades clínicas. En 
la mayoría de los animales el conducto auditivo 
fue permeable. Se observó la presencia de pelos 
y cerumen en las proximidades de la membrana 
timpánica. La secreción ceruminosa se observó 
frecuentemente. Los gérmenes comúnmente 
identificados fueron Gram positivos (microbiota 
normal) y Malassezia sp. En algunos animales 
que no presentaban signos clínicos se encon-
traron sin embargo anomalías en la pared del 
conducto y en la membrana timpánica.
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FERTILIDAD Y SUPERVIVENCIA DEL 
SEMEN CANINO CRIOPRESERVADO
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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-criopreservación-evaluación de semen- caninos

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-criopreservation- semen evaluation-canine
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INTRODUCCIÓN
El aumento del valor y las posibilidades de 

comercialización de los cachorros de pura raza 
así como el aumento de la importancia de la cría 
canina tanto desde el punto de vista económico, 
recreativo o para la obtención de perros de tra-
bajo ha impulsado el desarrollo e implementa-
ción de las biotecnologías reproductivas en esta 
especie. 

La Inseminación Artificial (IA) ha beneficia-
do el mejoramiento genético en los perros de raza 
pura. El desarrollo de IA (la primera generación 
de biotecnologías reproductivas), junto con la 
criopreservación de semen ha hecho posible la 
distribución por el mundo de material genético 
a un bajo costo. Diversas metodologías de crio-
preservación de semen, se están aplicando cada 
vez con más frecuencia con el fin de establecer 
bancos de reserva genética para conservar las di-
ferentes especies en el futuro (1). Las especies en 
vías de extinción son los principales impulsores 
y receptores de esta corriente (2).

La primera comunicación de IA en caninos 
fue realizada en 1887 por Lazzaro Spallanzani 
quien utilizó semen fresco (3, 4, 5). Sin embargo 
fue muchos años más tarde cuando este tópico 
se convirtió en foco de interés para la investiga-
ción. En 1956, Harrop (6) comunica que una de 
seis perras inseminadas con semen refrigerado 
después de seis días de almacenamiento resultó 
preñada. En 1954, Rowson (7) notifica la primera 
congelación de semen exitosa en caninos y más 
tarde en 1969, Seager (8) obtiene la primera 
preñez con semen congelado en perros. Desde 
la ocurrencia de estos eventos, el interés de los 
criadores caninos en la IA y la criopreservación 
de semen han aumentado en forma creciente. 
Es así que en el mundo, por aproximadamente 
5 décadas, muchas camadas han nacido a partir 
de IA con semen fresco, refrigerado y congelado. 
Sin embargo las tasas de preñez obtenidas a 
partir de IA usando semen congelado son aún 
poco satisfactorias y esto ocurre en particular 
con las obtenidas bajo condiciones clínicas.  En la 
clínica reproductiva diaria las variables asociadas 
al manejo del semen en la descongelación, a la 
técnica de IA implementada y a la detección del 
momento de mayor fertilidad están fuertemente 
influenciadas por el entrenamiento del operador 
actuante, a la infraestructura de la clínica en la 
que se realiza el procedimiento y al estado de 
salud y nutrición de los reproductores utilizados 
(9, 10, 11, 12, 13). Estos hechos se relacionan 
tanto con las particularidades de la fisiología 
reproductiva de la hembra como con la especial 
sensibilidad del semen canino a los procesos de 
criopreservación y la falta de desarrollo en este 
área. (12, 14). Es así que son necesarias inves-
tigaciones dirigidas a mejorar la habilidad para 
mantener la capacidad fecundante del semen 

congelado en caninos y obtener así tasas de pre-
ñez y tamaños de camada satisfactorios. 

Para que sea posible la interacción óvulo-
espermatozoide y el comienzo de una nueva vida, 
un número suficiente de espermatozoides fértiles 
debe arribar a la ampolla para encontrarse con los 
oocitos y que ocurra así la secuencia de eventos 
necesarios para la fertilización (15, 16). 

Evaluación de la calidad semi-
nal y predicción de la capacidad 
fecundante 

Existen una gran variedad de pruebas de 
laboratorio que han sido desarrolladas para eva-
luar la calidad del semen (integridad espermática 
y capacidad fecundante) usado para IA, y predecir 
así la capacidad fecundante del mismo. El uso 
de estas pruebas en forma combinada puede 
aumentar la exactitud en la estimación de la 
función espermática. Sin embargo, es imposible 
reemplazar las pruebas de campo, pues las prue-
bas in vitro nunca podrán predecir exactamente 
que ocurrirá cuando se encuentren óvulo y es-
permatozoide in vivo (15, 17). Los métodos más 
precisos para evaluar la capacidad de fecundante 
del semen luego de ocurrido un proceso de crio-
preservación son las pruebas de campo, es decir 
la inseminación de un gran número de hembras 
(18). Este hecho fue posible en los animales de 
granja (19, 20, 21). Sin embargo, en pequeños 
animales las pruebas de fertilidad a campo son 
difíciles de implementar ya que usualmente solo 
un pequeño número de hembras está disponible 
para el estudio, razón por la cual poseen baja 
sensibilidad. 

Pruebas de contrastación se-
minal

Las pruebas in vitro de evaluación seminal 
pueden relacionarse con la morfología o viabilidad 
espermática (22). Las pruebas que se relacionan 
con el estudio morfológico del espermatozoide se 
considera que reflejan la producción espermática 
y el almacenamiento extragonadal. Las pruebas 
que evalúan la viabilidad espermática proveen 
información no solo de la calidad espermática del 
semen producido sino también del efecto causado 
por el estrés de la recolección y la criopreser-
vación (23, 24). Los procesos de congelación y 
descongelación someten a los espermatozoides 
a diferentes tipos de estrés provocando daños 
de membrana, alteración del metabolismo es-
permático y pérdida de la motilidad, factores que 
afectan la capacidad fecundante del semen (25, 
26, 27, 28). 
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Evaluación de las membranas 
espermáticas

Se considera que el principal sitio de daño 
asociado a los cambios de temperatura son las 
membranas espermáticas (27, 28). La reducción 
de la fertilidad asociada al semen congelado es 
atribuida en gran parte a la alteración de la es-
tructura y función de las membranas durante 
los procesos de refrigeración, congelación y des-
congelación (25, 27, 33). Para poder interactuar 
con el ovocito, los espermatozoides deben estar 
vivos, motiles y poseer las membranas plasmá-
tica y acrosomal intactas y funcionales. Existen 
variadas metodologías que pueden utilizarse 
para estudiar la viabilidad espermática e inte-
gridad de membrana. Una de estas metodologías 
está representada por tinciones que permiten 
diferenciar espermatozoides vivos de esperma-
tozoides muertos en base a la permeabilidad de 
membrana a los colorantes vitales. Las células 
cuya membrana plasmática es funcional y por lo 
tanto conservan la permeabilidad selectiva, no 
permiten el paso del colorante y se observan no 
teñidas. Por el contrario cuando la membrana 
plasmática está alterada y pierde la permeabili-
dad selectiva, permite el paso del colorante y la 
célula se observa teñida (watson 1990) Algunos 
ejemplos de coloraciones vitales son eosina-ni-
grosina, eosina azul de anilina, azul tripán (34). 
Existen también tinciones que permiten evaluar 
simultaneamente viabilidad espermática e in-
tegridad acrosomal. La triple tinción utilizando 
azul tripán, marrón bismark y rosa de bengala 
permite observar si la membrana plasmática de 
la célula conserva la permeabilidad selectiva no 
permitiendo el paso del paso del azul tripán así 
como también la integridad del acrosoma el cual 
si está presente en la célula se teñirá con rosa 
de bengala pudiendo observarse si está íntegro o 
si está dañado (3, 5). También pueden emplear-
se sustancias fluorescentes permeables como 
marcadores de integridad de membrana, por 
ejemplo yoduro de propidio o bisbencimida (pro-
pidium iodide o bis-benzimide) combinado con 
Isotiocianato de fluoresceina usando microscopio 
de fluorescencia. Los espermatozoides que han 
perdido la permeabilidad selectiva de membrana 
dejan pasar al yoduro de propidio y se observan 
rojos (35). La aplicación del citómetro de flujo 
permite realizar una evaluación exacta y objetiva 
de la célula espermática mediante la aplicación de 
pruebas fluorescentes (36). Sin embargo el costo 
de los equipos impide el uso de esta técnica en 
muchos laboratorios de investigación y centros 
comerciales. Una prueba sencilla, poco costosa 
y que posee buena correlación con la capacidad 
fecundante del semen es la prueba de endósmosis 
positiva (EP). En esta prueba los espermatozoides 
son expuestos a una solución hipotónica la cual 
produce el hinchamiento celular por entrada de 

agua a la célula, induciendo de esta manera el 
enrollamiento de la cola de los espermatozoides 
que poseen membrana plasmática intacta (37, 
38). 

Los procesos de criopreservación afectan la 
integridad acrosómica. El acrosoma debe estar 
intacto en el momento de la inseminación debido 
a que la reacción acrosómica debe ocurrir en el 
sitio donde ocurra la fertilización. La morfolo-
gía acrosómica puede ser observada mediante 
microscopio de contraste de fase, microscopio 
electrónico de transmisión, lectinas marcadas 
con sustancias fluorescentes y anticuerpos mo-
noclonales (39,40). Dentro de las lectinas mar-
cadas con fluorescentes, el Pisum sativum (PSA) 
conjugado con isiotiocianato de fluoresceína 
(FITC) es el más usado para detectar cambios 
acrosomales mediante el uso de pruebas fluores-
centes (39). El PSA se une en forma selectiva a 
las proteínas acrosomales de los espermatozoides 
de los mamíferos permitiendo visualizar la inte-
gridad acrosómica a través de su conjugación 
con el FITC (41).

Motilidad
La motilidad espermática se evalúa antes y 

después de la criopreservación. Los espermato-
zoides necesitan ser motiles y capaces de sufrir 
hiperactivación para lograr alcanzar y penetrar 
las capas que rodean al ovocito cuando ambas cé-
lulas se encuentran en el oviducto. La estimación 
visual de la motilidad es el método más simple y 
menos costoso para evaluar la calidad seminal. 
Sin embargo debe tenerse en cuenta que es el 
parámetro más influenciable por el operador (22). 
El sistema de análisis computarizado de semen 
(CASA, Computer assisted semen analysis) com-
bina una cámara termostaticamente controlada 
(cámara de Makler en la que se deposita una 
alícuota de semen y se mantiene la temperatur a 
37°C durante el examen), un sistema óptico con 
iluminación de contraste de fases, un detector 
de imágenes, un conversor digital, un sistema de 
computación y un monitor de video. Este sistema 
permite medir el porcentaje de espermatozoides 
móviles, el porcentaje de espermatozoides con 
movilidad progresiva y la velocidad de movimien-
to. El uso del sistema CASA   provee medicio-
nes más objetivas y confiables de la motilidad 
espermática (29, 30) y permite no solo evaluar 
motilidad espermática sino también diferenciar 
sub-poblaciones en relación al tipo de motilidad 
espermática (e.g. espermatozoides que muestran 
movimientos lineales o de hiperactividad) (31). Sin 
embargo, el sistema CASA es costoso y necesita 
una exacta calibración (32). Si bien, la motilidad 
es solo uno de los muchos atributos de un esper-
matozoide fértil, fue el primer atributo utilizado y 
sigue siendo el más frecuentemente usado como 
indicador de la función espermática.
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Proceso de criopreservación espermá-
tica

El semen puede ser conservado mediante 
refrigeración o congelación. La refrigeración dis-
minuye la tasa metabólica y prolonga la sobrevida 
espermática. Los diluyentes de semen utilizados 
para refrigeración protegen las membranas esper-
máticas de los daños causados por los cambios de 
temperatura, proveen energía, estabilizan el pH 
y la presión osmótica (26). La yema de huevo es 
un componente habitual de los diluyentes para 
semen debido a que sus fosfolípidos y proteínas 
de baja densidad protegen al espermatozoide 
del shock de frío (42, 43). En 1956, Harrop (6) 
comunica la primera preñez en caninos con se-
men refrigerado a 4º C durante 4 días usando un 
diluyente a base de leche. Desde entonces varios 
diluyentes han sido probados para su uso con 
semen canino (44, 45, 46). Uno de los diluyentes 
más comúnmente usados es el Tris-citrato conte-
niendo 20% de yema de huevo (TYH) (45, 78), el 
cual permite el uso de semen refrigerado con bue-
na capacidad fecundante durante 24-48 horas 
pos-refrigeración, obteniéndose porcentajes de 
preñez aceptables (62,5%; Fosberg 91, 46). Este 
diluyente se ha comparado in vitro con diluyentes 
preparados en base a leche y yema de huevo; y 
crema de leche y yema de huevo, observándose 
resultados similares en cuanto a la conservación 
de motilidad espermática e integridad de mem-
brana (46). El MRA® (glucosa, EDTA, citrato de 
sodio, acetato de potasio, aminoglucósidos, ex-
cipiente tampón), es un diluyente que posibilita 
buena conservación del semen porcino tanto en 
relación a la viabilidad espermática como a la 
preservación de la capacidad fecundante (27, 48). 
Este diluyente con el agregado de 20% de yema de 
huevo permitió obtener en caninos, parámetros 
seminales (porcentaje de espermatozoides vivos,  
porcentaje de espermatozoides con motilidad 
progresiva, porcentaje de espermatozoides con 
acrosoma intacto) significativamente mayores que 
el TYH cuando el semen fue refrigerado durante 
24, 48 o 72 hs tanto a 4º C como 15º C (78). Se 
ha observado que la longevidad del semen canino 
es significativamente mayor a 4º C que a 22º C 
(47). Sin embargo no se observaron diferencias 
significativas cuando se conservó a 4º C o 15º 
C (78).

Tanto el tipo de diluyente usado como la 
temperatura de almacenado son factores que 
poseen gran influencia sobre la capacidad fe-
cundante del semen luego de la refrigeración 
(50). El semen refrigerado, no requiere el uso de 
equipos sofisticados para su preparación y puede 
utilizarse mediante la aplicación de IA vaginal (2, 
12). Para la refrigeración se colecta la fracción 
espermática del semen canino y se la mezcla con 
el diluyente elegido, el cual debe encontrarse a 

la temperatura del semen en el momento de la 
dilución. Entre semen y diluyente debe respetarse 
una relación 1:3 o 1:4. El semen así preparado 
puede refrigerarse a 4 °C o 15°C y utilizarse 
para IA lográndose tasas de preñez aceptables 
durante las primeras 24-48 h. Previo a la IA el 
semen refrigerado debe alcanzar lentamente la 
temperatura ambiente (12). 

La utilización de semen refrigerado con 
diluyentes protectores como el tris-buffer con 
el agregado de 20 % de yema de huevo permite 
conservar espermatozoides con buena capacidad 
fecundante por un período de tiempo suficiente 
para trasladar el semen e inseminar animales 
ubicados en localizaciones geográficas distan-
tes. Esto hace posible la IA de una hembra con 
el semen de un macho que se encuentre en otra 
provincia u otro país limítrofe o cercano con mí-
nimo gasto y baja complejidad de manejo. De esta 
manera se amplían las posibilidades de uso de 
un reproductor, permitiendo la comercialización 
de semen y facilitando el intercambio genético 
entre diferentes establecimientos (40).

Hasta hace poco tiempo, se practicaba IA 
exclusivamente con semen fresco, posteriormen-
te comenzó a utilizarse semen refrigerado. En 
muchos países de Europa así como en Estados 
Unidos la IA con semen refrigerado es una prác-
tica rutinaria, sin embargo no ocurre lo mismo 
en Sudamérica. 

Este método de criopreservación de semen 
puede ser implementado con bajo costo, fácil 
manejo y moderada infraestructura, factores que 
pueden determinar, en el futuro, su uso rutinario 
en Sudamérica, mejorando así las posibilidades 
del uso del semen de reproductores valiosos. 

Los procesos de congelación-descongela-
ción resultan en reducción de la fertilidad del 
semen criopreservado si lo comparamos con el 
semen fresco. Este hecho es el resultado tanto de 
la pérdida de viabilidad espermática (población 
de espermatozoides muertos) como de las altera-
ciones funcionales instauradas en la población 
sobreviviente (28). 

Los espermatozoides criopreservados ex-
hiben modificaciones de membrana similares a 
las ocurridas en espermatozoides capacitados, 
dichos eventos reducen la longevidad espermática 
(51). Estos cambios similares a la capacitación 
espermática están relacionados con eventos que 
desestabilizan las membranas. Un aumento de la 
tasa de concepción puede lograrse mejorando los 
métodos de criopreservación tratando de preve-
nir o minimizar la ocurrencia de los eventos que 
desestabilizan las membranas y aumentando así 
la cantidad de espermatozoides con capacidad 
fecundantes en la población de espermatozoides 
sobrevivientes luego del proceso de criopreser-
vación (27, 28). Existen variados tipos de daños 
asociados tanto al enfriamiento propiamente 



ISSN 0365-5148	

Semen canino criopreservado

33Analecta Veterinaria 2006; 25 (2): 29-38

dicho como a los componentes de un diluyente. 
Estos daños están relacionados con los  cambios 
de temperatura (shock de frío), la toxicidad de los 
crioprotectores y la formación y disolución de hie-
lo en el medio ambiente extracelular (26,52, 53, 
54, 55). Cada paso del protocolo de criopreserva-
ción podría afectar la estructura de la membrana 
así como el metabolismo y la función celular. Sin 
embargo los pasos están interrelacionados entre 
sí y un cambio en uno de ellos puede modificar 
el efecto de otras variables (56).

Las primeras preñeces obtenidas en cani-
nos a partir de IA con semen congelado fueron lo-
gradas utilizando lactosa y un diluyente con base 
Tris (8, 57,). Desde entonces, variados diluyentes 
han sido evaluados para su uso en caninos, sin 
embargo los diluyentes en Tris Base son aún los 
usados más frecuentemente (3, 57, 58, 59, 60, 
61, 62, 63, 64,). En la actualidad, el glicerol es el 
crioprotector usado con más frecuencia en la pre-
paración de diluyentes de semen, habiendo sido 
utilizado también el dimetilsulfoxido (DMSO) (61, 
65). Existen otros compuestos como el duodecil 
sulfato de sodio (SDS), glicina betaina, prolina 
y metilxantinas que han sido incluidos en los 
diluyentes utilizados para congelación de semen 
canino (64,66, 67, 68,.

La yema de huevo es el componente más 
efectivo para proteger al espermatozoide del 
shock de frío y es generalmente incluido en los 
diluyentes utilizados para criopreservación. Este 
componente previene la aparición de colas dobla-
das y protege la motilidad (69, 70). El compuesto 
activo en la yema de huevo es la fracción de lipo-
proteína de baja densidad, una molécula de alto 
peso molecular que solo puede actuar en la super-
ficie celular (54). Se ha comprobado que la acción 
de ciertos detergentes sobre las lipoproteínas de 
la yema de huevo mejora el efecto crioprotector 
de los diluyentes de semen en algunas especies 
(68, 71, 72, 73). Compuestos detergentes que 
contienen dodecil sulfato de sodio (SDS) solos 
o como un componente del Equex STM® paste 
(detergente comercial) han sido incluidos en di-
luyentes de semen usados para la congelación de 
semen canino (12, 43, 74, 75). Se observó que la 
adición de Equex STM paste a un diluyente con 
base Tris mejora la supervivencia espermática al 
descongelado (64, 68, 40) así como la capacidad 
espermática para unirse a la zona pelúcida de 
ovocitos homólogos (76, 77, 78). Peña (68), ob-
servó un efecto benéfico en todos los indicadores 
de viabilidad espermática al utilizar dos pasos de 
dilución en el protocolo de congelación cuando 
incorpora Equex STM paste al diluyente. Sin 
embargo no se ha evaluado el efecto de diferentes 
concentraciones de Equex STM paste sobre la 
viabilidad espermática al descongelado. Notlhing 
(79) obtuvo altos porcentajes de preñez mediante 
IA intravaginal con semen criopreservado utili-

zando un diluyente con el agregado de Equex 
STM paste. Así mismo Rota (80) obtuvo buenos 
resultados utilizando inseminación artificial in-
travaginal e intrauterina con semen congelado 
utilizando Equex STM paste. Sin embargo no 
existen estudios de fertilidad en relación con las 
concentraciones de Equex STM paste utilizadas 
en la formulación de los diluyentes. 

Diferentes tipos de azúcares han sido in-
cluidos en los diluyentes usados para congelación 
de semen canino (81, 82). Los azúcares utilizados 
poseen variadas funciones tales como proveer un 
sustrato energético para las células espermáticas 
durante la incubación, mantener la presión osmó-
tica del diluyente y actuar como crioprotectores 
(83). Se ha estudiado la influencia de los azúcares 
(monosacáridos, disacáridos, trisacáridos), sobre 
la motilidad, viabilidad y porcentaje de acroso-
mas intactos durante la dilución, equilibración 
y congelación de espermatozoides caninos (83). 
La suplementación del diluyente con azúcares 
influencia la calidad espermática pos-equilibra-
ción y pos-descongelación. El tipo y localización 
del impacto protector del azúcar sobre la célula 
espermática varía de acuerdo al tipo de azúcar 
utilizado (83, 84, 85, 86, 87). 

La trealosa es usada como una molécula 
protectora en la estabilización celular durante 
la congelación. Durante la congelación ocurren 
fenómenos de deshidratación celular. Este azúcar 
es acumulado en altas concentraciones (supe-
riores al 20%) en muchos organismos capaces 
de sobrevivir a la deshidratación completa. Por 
ejemplo las levaduras utilizadas en panadería, las 
cuales han sido han sido estudiadas exhausti-
vamente, no sobreviven a la desecación durante 
la fase de crecimiento logarítmico (en la cual no 
poseen cantidades significativas de trealosa), pero 
durante la fase estacionaria ellas acumulan este 
azúcar y pueden desecarse satisfactoriamente 
(88, 89). 

Se ha comunicado el efecto benéfico en 
la viabilidad espermática al descongelado en 
espermatozoides de carnero y equino cuando el 
diluyente es suplementado con trealosa (90, 91, 
92). Este disacárido posee un efecto protector 
relacionado con el efecto osmótico que produce 
y su interacción específica con los fosfolípidos de 
membrana (85, 86). 

Por debajo de aproximadamente –5 ºC, las 
células y el medio que las rodea permanece no 
congelado gracias al superenfriamiento y al des-
censo del punto de congelación producido por los 
solutos protectores presentes frecuentemente en 
el medio externo. Es así que el contenido de la 
célula permanece no congelado y superenfriado, 
presumiblemente pues la membrana plasmática 
bloquea el desarrollo de cristales de hielo den-
tro del citoplasma. El agua superenfriada de la 
célula, tiene por definición un potencial químico 



ISSN 0365-5148	

M.A. Stornelli y col.

34 Analecta Veterinaria 2006; 26 (2): 29-38

mayor que el agua parcialmente congelada exis-
tente en el exterior de la célula. El medio externo 
de la célula como consecuencia de la congelación 
parcial y de la formación de cristales de hielo, 
posee una concentración de solutos mayor en la 
fracción líquida externa que antes de la forma-
ción de los cristales de hielo (87). Esto determina 
que el medio externo que rodea a la célula posea 
una mayor presión osmótica que el medio celular 
interno. En respuesta a los fenómenos ocurridos 
y a las diferencias fisicoquímicas entre el medio 
interno y externo el agua sale de la célula y se 
congela externamente. Si el enfriamiento es su-
ficientemente lento, la célula es capaz de perder 
agua y concentrar suficientemente los solutos 
para eliminar el superenfriado y mantener el 
potencial químico del agua intracelular en equi-
librio con el agua extracelular. El resultado es 
que la célula se deshidrata y no se congela en 
su interior (93).

Los azúcares no permeables (trealosa, lac-
tosa, sacarosa, rafinosa) brindan un medio hiper-
tónico causando deshidratación celular antes de 
la congelación (85, 88, 94). Este efecto osmótico 
disminuye el agua intracelular congelable y en 
relación a esto la cuantía de daño celular por la 
cristalización del hielo (91, 95). 

El mayor grado de estrés sufrido por los 
fosfolípidos de la bicapa lipídica de la membrana 
resulta en una transición de fase termotrópica, 
fusión y aumento de la permeabilidad de mem-
brana. Debido a que el agua, ligada al hidrógeno 
de los grupos polares de las cabezas, es removida 
por la deshidratación aumenta la temperatura 
de transición (Tm) de gel a líquido cristalino. Sin 
embargo la solubilidad fosfolipídica de la fase gel 
está siempre disminuida relativamente en com-
paración con lo que se observa en la fase líquida 
cristalina y podrían existir diferencias de sensibi-
lidad en la Tm en el estado de hidratación lo cual 
puede resultar en separación fosfolipídica (85). La 
trealosa posee una acción protectora relacionada 
con su interacción específica con los fosfolípidos 
de membrana (84, 85, 88, 96) y puede ser capaz 
de prevenir la separación de fase y la fusión en-
tre las bicapas durante la congelación (14). Este 
azúcar muestra una interacción directa con los 
fosfolípidos de las cabezas de los grupos polares 
durante la desecación y congelación, reduciendo 
las fuerzas de Van der Waals entre las cadenas 
hidrocarbonadas que se relacionaría con la dismi-
nución de Tm (84, 96). El agregado de trealosa al 
diluyente utilizado para la congelación de semen 
canino podría mejorar la viabilidad espermática 
al descongelado (97). 

El espermatozoide es una célula altamente 
especializada con una membrana plasmática que 
no solo ayuda a mantener la integridad celular 
sino también participa en los eventos de fusión 
de membrana asociados con la fertilización (98). 

La membrana plasmática es considerada como 
el sitio donde se inicia la injuria inducida por la 
congelación (99). En humanos, la integridad de la 
membrana plasmática y acrosómica fue estudia-
da mediante microscopio electrónico de transmi-
sión (MET) y se observó una correlación positiva 
entre los daños observados y la fertilidad (100). 
En caninos se han estudiado los cambios ultraes-
tructurales presentes en las cabezas espermáti-
cas usando MET ( 40). Cuando se compararon 
los dos métodos de congelación (Congelación en 
termo de nitrógeno vs congelación sobre vapores 
de nitrógeno líquido) utilizados para criopreser-
var semen en caninos (44,80) no se observaron 
diferencias entre los métodos, y ningún método 
provocó daño más extenso que el otro, ni mejo-
ró significativamente la calidad espermática al 
descongelado. Sin embargo en ambos métodos 
se observaron importantes cambios a nivel de 
las cabezas en el semen congelado, lo cual puede 
causar reducida longevidad espermática y expli-
car las bajas tasas de concepción obtenidas con 
IA intavaginal en comparación con IA intrauterina 
cuando se usa semen congelado (40, 101). Estu-
dios dirigidos a caracterizar el tipo y extensión de 
los cambios ultraestructurales presentes en es-
permatozoides caninos congelados con diferentes 
diluyentes podrían ayudar a desarrollar nuevos 
diluyentes prediciendo en forma más segura la 
fertilidad de ese semen. El semen congelado pue-
de ser almacenado por largo tiempo en bancos 
de semen y preservar así material genético, es 
así que un reproductor puede ser usado mucho 
tiempo después de su muerte.

Inseminación artificial con se-
men congelado

Tres puntos conforman las llaves del éxito 
para obtener buenos resultados con la implemen-
tación de IA en caninos: 1) Determinación del 
momento óptimo para la IA, 2) Uso de semen de 
buena calidad, 3) Uso de una adecuada técnica 
de IA (12). 

El semen congelado luego de la descon-
gelación posee una vida mucho más corta que 
el semen fresco, debido a que los protocolos de 
criopreservación producen un número potencial 
de factores de estrés que pueden producir varia-
dos cambios en el espermatozoide (102, 103). Es 
así que en caninos, si se usa semen congelado, 
la IA debe realizarse entre el día 4 y 7 del estro, 
ya que este es el período óptimo para la con-
cepción. En este momento, el espermatozoide 
posee altas probabilidades de interaccionar con 
ovocitos fértiles en relación al tiempo de vida de 
los mismos (10).  

La IA debe ser realizada con un núme-
ro de espermatozoides vivos y competentes al 
descongelado suficientes para obtener una alta 
probabilidad de fertilización. Es por esto que debe 
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considerarse un protocolo de criopreservación 
que no solo logre una gran población de sobrevi-
vientes sino también la integridad de las células 
que la conforman (102). En el perro se estima que 
entre 150 y 200 X 106 espermatozoides viables al 
descongelado son necesarios para obtener tasas 
aceptables de preñez (34).

Debido a la corta sobrevida de los esper-
matozoides congelados en comparación con el 
semen fresco, el uso de IA intrauterina aumenta 
las posibilidades de preñez. La inseminación arti-
ficial intrauterina puede realizarse depositando el 
semen en el útero, a través de la cateterización de 
cervix o inoculándolo directamente en el cuerpo 
o cuernos uterinos en forma quirúrgica. Si bien 
la IA con semen fresco es una práctica usada 
rutinariamente en la reproducción de pequeños 
animales, no ocurre lo mismo con la IA con se-
men criopreservado (refrigerado o congelado). Sin 
embargo, el continuo estudio de los factores que 
posibilitan una mejor criopreservación de semen 
relacionados con los procesos de refrigerado, con-
gelado y descongelado, posibilitarán en el futuro 
la aplicación frecuente de esa biotecnología. 

Conclusiones
La utilización de diluyentes que permitan 

conservar el semen canino refrigerado logrando 
altos porcentajes de espermatozoides vivos con 
motilidad progresiva e integridad acrosómica 
durante 2 a 5 días, hará posible el traslado de 
semen a diferentes puntos de nuestro país e in-
cluso a países limítrofes o cercanos. Esto evitará 
el traslado de animales para la realización de 
servicio natural, disminuyendo los costos y es-
fuerzo que esto implica. Es importante destacar 
que el proceso de refrigeración de semen canino 
es de bajo costo y fácil realización, pudiendo im-
plementarse con mínimo equipamiento y mode-
rado entrenamiento del operador. Por otro lado, 
el semen refrigerado puede utilizarse realizando 
IA intravaginal, técnica poco costosa y de baja 
complejidad. La implementación de técnicas de 
refrigeración de semen e inseminación artificial 
con semen refrigerado en nuestro país permitirá 
a los Médicos Veterinarios de práctica privada 
brindar un nuevo servicio, aumentar sus ingresos 
y mejorar su práctica diaria.

Procesos adecuados de criopreservación 
determinarán un porcentaje reducido de células 
con membrana espermática dañada y una mayor 
sobrevida de los espermatozoides en el tracto ge-
nital femenino. La conservación de la integridad 
estructural y de la fisiología espermática forma 
parte de los factores que permiten altos porcen-
tajes de preñez y un mayor tamaño de camada. 
Con el desarrollo de la criopreservación de semen 
junto con la determinación exacta del momento 
de mayor fertilidad de la hembra y una adecuada 
técnica de IA, esta biotecnología brindará grandes 

posibilidades en el futuro.
Por otra parte la congelación de semen 

canino aplicando metodologías que permitan ob-
tener porcentajes aceptables de espermatozoides 
viables al descongelado hará posible introducir 
esta biotecnología en nuestro medio. Si bien el 
proceso de congelación de semen canino requiere 
un moderado costo, equipamiento, infraestruc-
tura y entrenamiento del operador, su utilización 
mediante IA puede ser aplicada en la práctica 
reproductiva diaria. 
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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, inducción de celo, agonistas GnRH, agonistas dopaminérgicos, 
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: bitch; Estrus induction; GnRH agonist; Dopamine agonist; Gonadotropin
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Introducción
Los avances logrados en los últimos años 

en el conocimiento de la biología reproductiva 
de la perra doméstica, junto a la disponibilidad 
de nuevos productos hormonales han permitido 
mejorar el manejo del ciclo estral de la hembra 
canina. Es así que se han evaluado diversos mé-
todos para inducir ciclos fértiles y se han imple-
mentado nuevos protocolos de inducción en un 
intento de lograr mejores resultados. El aumento 
del valor y las posibilidades de comercialización 
de los cachorros de pura raza, así como la cre-
ciente importancia de la cría canina tanto desde 
el punto de vista económico, recreativo o para la 
obtención de perros de trabajo ha impulsado el 
estudio y desarrollo de diversos métodos orien-
tados al manejo del ciclo estral de la perra. En 
concordancia con estos hechos, una práctica en 
continuo estudio y desarrollo es la inducción de 
ciclos fértiles que hagan posible el nacimiento 
de cachorros en relación a las necesidades del 
criador. La inducción de ciclos estrales puede im-
plementarse en aquellas perras con diagnóstico 
de intervalos interestrales prolongados no rela-
cionados con enfermedad subyacente que pueda 
considerarse la causa de los mismos. La mayoría 
de los protocolos utilizados fueron evaluados en 
perras normales, por esto al implementarse en 
hembras con problemas subyacentes que afecten 
el normal funcionamiento del eje hipotálamo-pi-
tuitaria-ovario los resultados son pobres (1). 

La inducción de ciclos estrales para lograr 
nacimientos en épocas del año en que aumenta 
notablemente la demanda de cachorros en el 
mercado (navidad, día del niño, etc), permite 
concentrar las pariciones de un gran número 
de perras en estos períodos del año. Este hecho 
se encuentra íntimamente relacionado con la 
obtención de mejores precios por la venta de 
cachorros.

Existe suficiente evidencia de la presen-
cia de un “efecto dormitorio” en cánidos. Puede 
observarse que perras en anestro medio o tar-
dío que conviven con hembras en proestro u 
estro acortarán la duración de su anestro en al 
menos 30 días (2). Este fenómeno “natural” de 
inducción de estros es mediado por feromonas, 
pero el mecanismo mediante el cual aumenta la 
secreción de gonadotrofinas es aún desconocido. 
Sin embargo desde 1939 se han investigado más 
de 40 protocolos de inducción farmacológica del 
estro en perras (3).

Particularidades fisiológicas del ciclo 
estral canino

El ciclo estral de los cánidos difiere de 
manera considerable del de otras especies. En 
la perra doméstica, la fase folicular y ovulación 
espontánea son seguidas de una fase lútea con 
una duración promedio de 75 días (1). Un periodo 

de anestro no estacional y de duración variable, 
(2-10 meses), le sigue a cada ciclo estral (4). Los 
factores que regulan la duración del anestro, 
la terminación del mismo y el comienzo de una 
nueva fase folicular en las perras aún no se com-
prenden en su totalidad. En perras normales la 
progresión desde el anestro temprano al tardío, 
se asocia con el incremento en la concentración 
plasmática de FSH, luego de un aumento de la 
pulsatilidad de GnRH siendo este un evento crí-
tico para la iniciación de la foliculogénesis (5). 
También se ha observado durante esta transición 
un aumento en la sensibilidad de la pituitaria a 
la GnRH (1), un aumento en la respuesta ovárica 
a las gonadotrofinas (6), un incremento en las 
concentraciones plasmáticas de LH hacia el final 
del anestro (7), relacionadas con un breve período 
de aumento de la secreción pulsátil de LH (8), 
considerándose a estos eventos determinantes 
en el inicio de una nueva fase folicular.

Por otra parte se ha sugerido que los 
cambios en la secreción de LH pueden ser más 
importantes que los cambios en la secreción de 
FSH para el inicio de una nueva fase folicular 
que conducirá a la ovulación (1, 9). Es también 
importante observar que se produce un aumen-
to en las concentraciones de estradiol antes del 
comienzo del proestro, unos 30 días antes del 
estro, el significado de este incremento aún no 
está bien entendido, pero puede ser el principal 
estímulo sobre el eje hipotálamo-pituitaria-ovario 
para iniciar la liberación pulsátil de LH (6). Este 
mecanismo de acción es confirmado por la induc-
ción de celos fértiles lograda en perras luego de 
la administración de dietilestibestrol (10).

Inducción de ciclos fértiles
La inducción de ciclos y la reducción del 

intervalo interestro en la perra pueden realizarse 
mediante cuatro alternativas (11). La primera alter-
nativa incluye la utilización de una combinación de 
gonadotrofinas (eCG y hCG o hMG), gonadotrofinas 
de la pituitaria (FSH y LH) o dietilestibestrol y FSH. 
La segunda alternativa incluye la utilización de GnRH 
y sus agonistas (buserelina y cistorelina) o superago-
nistas (nafarelina, lutrelina), para estimular la libe-
ración de hormonas gonadotrópicas endógenas de la 
hipófisis. La tercera alternativa incluye la utilización 
de prostaglandinas para inducir luteólisis y acortar 
el diestro. La cuarta y última alternativa incluye la 
terminación del anestro mediante la utilización de los 
agonistas dopaminérgicos (bromocriptina, cabergoli-
na, metergolina) que actúan inhibiendo la prolactina 
y acortando así los períodos interestrales (1).

Gonadotropinas:
Las gonadotrofinas disponibles comercial-

mente y utilizadas en perros son la FSH, la eCG, 
la LH porcina, la hCG y la hMG (11, 12 ). 

Existen tejidos diferentes a los de la hipófi-
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sis que son capaces de producir gonadotrofinas, 
a estas hormonas se las conoce como hormonas 
del tipo hipófisis anterior. Las dos fuentes más 
importantes de tales hormonas, de interés en me-
dicina veterinaria, son el suero de yegua gestante 
y la orina de mujer embarazada. Del primero se 
obtiene la eCG, y de la segunda la hCG.

La eCG es una glicoproteina, con un peso 
molecular de 68.000 y una vida media de aproxi-
madamente 26 horas. Esta hormona se forma 
en las copas endometriales del útero de yegua 
gestante y está presente en la sangre del animal 
entre los días 40 y 140 de gestación, alcanzando 
un máximo el día 80 (13).

En la mayoría de las especies la actividad 
biológica de la eCG es similar a la de FSH, presen-
tando también algunas acciones semejantes a LH. 
Por lo tanto la eCG puede sustituir a la FSH. Su 
período de acción es largo debido a que no pasa 
el filtro renal y se mantiene en circulación tanto 
si ha sido inyectada como si ha sido producida 
por el mismo animal. En la yegua la eCG tiene 
actividad luteotrófica, provee estimulación para 
el mantenimiento de los cuerpos lúteos prima-
rios y es responsable del control de la formación 
y mantenimiento de los cuerpos lúteos acceso-
rios. Con el incremento de la eCG, a menudo la 
yegua ovulará generándose los cuerpos lúteos 
accesorios. La ovulación inducida por esta hor-
mona ocurrirá entre los días 40 y 70 de preñez, 
ocurriendo también luteinización en los folículos 
antrales que no ovularon. Por lo tanto la eCG 
posee en la yegua, un importante impacto sobre 
la habilidad del ovario para producir P4. Esta 
hormona atraviesa la placenta por lo que también 
son estimuladas la gónadas del feto. En adición 
a su acción luteotrófica, la eCG posee una fuerte 
acción semejante a FSH cuando es administrada 
a hembras de otras especies. En realidad esta 
hormona causará un marcado desarrollo folicular 
en la mayoría de las especies y es utilizada para 
inducir superovulación (14). 

La eCG es utilizada ampliamente en me-
dicina veterinaria como un método eficaz y de 
bajo costo para inducir el desarrollo folicular en 
los ovarios inactivos de animales sexualmente 
maduros. Por otra parte, esta hormona posee 
suficiente actividad LH para provocar ovulación 
en la mayoría de los casos. Los ovarios inactivos 
que por cualquier causa se encuentran en estado 
quiescente pueden entrar en actividad luego de 
la administración de eCG. Una sola administra-
ción por vía subcutánea de eCG suele producir 
crecimiento folicular en la vaca luego de 2 a 5 
días. Con dosis elevadas se puede producir su-
per-ovulación. Se han evaluado en detalle varios 
procedimientos de inducción de la ovulación en 
vacas, yeguas, ovejas, cabras y cerdas.

La hCG es una proteína que consta de 
dos cadenas peptídicas (α y β) y que contiene 
galactosa y hexosamina, su peso molecular es de 

30.000 y posee una vida media de 8 a 12 horas. 
Es químicamente diferente de la hormona luteini-
zante pero su acción biológica es muy semejante, 
teniendo también cierta actividad semejante a 
FSH. La hCG se forma en los citotrofoblastos de 
las vellosidades coriónicas de la placenta humana 
y aparece en la orina a las pocas semanas de la 
concepción, alcanzando su valor máximo hacia 
el día 50 de gestación, a partir del cual decrece 
hasta valores casi nulos. Desde el punto de vista 
farmacológico la hCG es un producto de bajo cos-
to que causa ovulación en la hembra y estimula 
las células de Leydig aumentando la producción 
de andrógenos en el macho. Su uso en medicina 
veterinaria es amplio, para provocar ovulación 
en la yegua en el momento de ser servida, como 
agente terapéutico para inducir luteinización y 
posible ovulación en quistes ováricos en el ganado 
vacuno y en la terapéutica para el criptorquidis-
mo en todas las especies. La administración de 
hCG puede estimular los ovarios de cualquier 
especie animal (13). 

Los métodos de inducción utilizando go-
nadotrofinas exógenas comprenden: 1) admi-
nistración seriada de FSH o eCG para inducir el 
desarrollo de los folículos y el proestro. 2) admi-
nistración seriada de FSH o eCG para inducir el 
desarrollo folicular seguida de la administración 
de LH o hCG para provocar la ovulación de los 
folículos desarrollados. 3) protocolos similares a 
los descriptos en el punto 1 y 2 precedidos por 
tratamientos 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-
rios protocolos combinando eCG y hCG habiéndose 
observado diferentes resultados. La eCG se utilizó con 
dosis de 20 UI/kg/d vía IM o SC durante 5 o 10 d o 
con una dosis de 44UI/kg/d durante 9 d. En ambos 
casos la inducción de la ovulación se obtuvo con una 
dosis IM o SC de 500 UI de hCG (1, 16). Los resultados 
comunicados fueron la inducción de ciclos en el 60 
al 100% de los casos, la ovulación en el 40 al 80% de 
los casos y la preñez en el 9 al 56 % de los casos. Por 
otra parte cuando se utilizaron altas dosis de eCG, 
como 250 UI/kg SC durante 20 d o hasta aparición 
de proestro, seguida de 500 UI de hCG y 500 UI sc 
durante 10 d seguida de la administración de 500 
UI SC de hCG, se observaron signos 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 conclusión de la revisión de 
diversos trabajos, cuanto menos fueron los días de 
administración 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 comunicado trombocitopenia debido a 
hiperestrogenismo en el 29% de las perras tratadas 
con una dosis de 20 UI/kg/d durante 10 d (19). En 
aquellas perras que fueron tratadas con 500 UI/kg 
IM durante 10 d seguido de una dosis de GnRH de 
50 mg se observaron signos proestro en el 100% de 
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las perras mientras que las tasas de preñez fueron 
del 0% (1). 

Puede observarse que, durante las dé-
cadas de los 70 y 80 se trabajó intensamente 
en protocolos de inducción de celos con eCG 
y hCG. Sin embargo con dichos protocolos se 
obtuvo una mediana a baja fertilidad con rango 
muy amplio de variabilidad de los mismos. Una 
posible explicación de dichos resultados es la 
utilización de dosis de eCG muy elevadas (44UI 
/kg/d) y durante un período muy prolongado 
(9-10 d). Por ejemplo una perra de 25 kg recibía 
una dosis diaria de 1100 UI/d y una dosis total 
de 11000 UI. La dosis recomendada para la vaca 
es de 500-1000 UI en una sola dosis. De esto se 
desprende que tal vez la dosis utilizada en la perra 
es demasiado alta y el hiperestrogenismo que se 
produce es el resultado de administrar una dosis 
superovulatoria. De hecho, la utilización de un 
protocolo con dosis más reducidas (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 acortamiento del diestro y pérdida 
de la preñez luego del uso de eCG (20, 21, 22). 

Los protocolos que utilizan FSH como es-
tímulo foliculotrópico tienen menos éxito en el 
logro de inducción de ovulación y gestación que 
los que utilizan eCG (23). Se utilizaron protocolos 
de inducción combinando FSH y LH en un intento 
de asemejar lo que ocurre en condiciones natu-
rales hacia el final del anestro, pero sin buenos 
resultados (2, 23). Sin embargo, la utilización de 
inyecciones seriadas de FSH o LH después de un 
régimen de preparación con estrógenos usando 
dietilestilbestrol ha tenido éxito en la inducción 
del estro y ovulaciones fértiles. Cuando se utilizó 
dietilestilbestrol a dosis de 5 mg diarios durante 
5 a 7 d para producir signos de proestro y luego 
se administró 5mg de LH vía intramuscular el d 
5 después del comienzo del proestro o 10 mg de 
FSH por vía intramuscular los d 9 y 11 a par-
tir del primer día del proestro, todas las perras 
quedaron preñadas (24). En un estudio en el 
que se sustituyó LH por hCG la fertilidad y la 
incidencia de comportamiento estral no fueron 
tan exitosos (25).

Por otra parte fue estudiado también el 
rol de la LH en el inicio de la fase folicular en 
perros. Se evaluaron protocolos con LH porcina 
purificada en perras en anestro. Los resultados 
demostraron que la LH puede utilizarse para 
inducir estro en perras en anestro con ciclos 
estrales normales (26).

GnRH y sus agonistas:
Otros métodos de inducción implican la 

administración de GnRH exógena o agonistas de 
GnRH para producir la liberación de gonadotrofi-
nas endógenas desde la hipófisis, crecimiento fo-

licular y estro. La ovulación en estos casos ocurre 
como resultado de la oleada endógena de gona-
dotrofinas, el crecimiento folicular y secreción de 
estrógenos. Sin embargo no se disponen de datos 
sobre la administración de LH o hCG para facilitar 
la ovulación de los folículos inducidos. En condi-
ciones naturales, la secreción pulsátil de GnRH 
cada 70–90 min media la síntesis y liberación 
de FSH y LH de la pituitaria. La administración 
pulsatil de GnRH a dosis de 0.2–0.4 mg/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 descriptos incluyen 1) ad-
ministración endovenosa pulsátil de GnRH cada 
90 min durante 6 o 12 d (27), 2) goteo subcutáneo 
constante de un agonista de la GnRH durante 
14 d (28) y 3) administración por vía subcutánea 
de un agonista de GnRH 3 veces por d durante 
14 d (29).

En perras en anestro, la administración de 
GnRH en forma pulsátil utilizando 40 a 400 ng/kg 
cada 90 min produjo la aparición de proestro en 3 
a 6 d seguido de estro y ovulación en 2 semanas 
con tasas de fertilidad del 37% al 85% (27, 29). 
Sin embargo el costo que insume la utilización 
de bombas de infusión, lo hace impráctico para 
su uso rutinario. El goteo subcutáneo también 
indujo proestro y estro, con tasas de fertilidad del 
25% si se lo administraba después del final de la 
lactación y del 50% si se administraba durante 
el anestro después de ciclos sin gestación (28). 
Este método también carece de practicidad ya 
que la implantación y extracción subcutánea de 
las bombas de infusión osmóticas requieren una 
cirugía menor. La administración subcutánea de 
un agonista de GnRH (DTrp-6 GnRH), a dosis de 
1 ng/kg cada 8 h, durante 3 d, dio lugar a estro 
entre los 9 y 11 d en el 80% de las perras, que-
dando todas preñadas. A pesar del inconveniente 
de las tres inyecciones diarias este protocolo pa-
rece presentar la mejor combinación de eficacia 
y utilidad clínica en la utilización de hormona 
liberadora de gonadotropina (27, 28, 29).

Existen en la actualidad más de 700 ago-
nistas GnRH los que poseen mayor afinidad por 
el receptor y mayor estabilidad. Uno de ellos es 
Deslorelin, cuyas aplicaciones en medicina vete-
rinaria fueron introducidas por Trigg para rea-
lizar supresión del estro. Ovuplant® (Fort Dodge 
Animal Health, Overland Park, KS, USA) es un 
implante subdérmico biodegradable, de liberación 
sostenida, que contiene 2,1 mg de deslorelin y que 
posee licencia para su utilización en yeguas. Los 
estudios preliminares en perras mostraron que 
podía ser eficaz en la inducción y sincronización 
de ciclos estrales (30). Sin embargo debido al es-
caso número de perras incluida en los estudios 
es necesario realizar investigaciones futuras con 
estas formulaciones (3).

Luego de la inducción de ciclos con agonis-
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tas GnRH se observó falla lútea prematura con 
acortamiento del diestro y subsecuente pérdida 
de la preñez (28, 30, 31). Por otra parte la admi-
nistración prolongada de estos fármacos resultó 
en sobre-estimulación de la pituitaria, supresión 
de la secreción de LH, disminución de la respues-
ta lútea a la LH y disminución de la secreción de 
progesterona (3, 31).

Prostaglandina y sus análogos: 
La prostaglandinas administradas durante 

el diestro pueden ser utilizadas con éxito para 
acortar el intervalo interestral mediante la induc-
ción de luteólisis y acortamiento de la fase lútea. 
Fenprostalene, un análogo de las prostaglandina 
f (2) (alpha) de larga acción, utilizado 25 días 
después de la ovulación, a dosis de 50 ug totales 
produjo regresión temprana del cuerpo y acorta-
miento del intervalo interestral en 80 días (32).

Agonistas dopaminérgicos
La prolactina juega un rol importante en la 

duración del intervalo interestral, posiblemente 
afectando la liberación de gonadotropinas y/o la 
respuesta del ovario a las mismas. La supresión 
de la secreción de prolactina por la administra-
ción de agonistas dopaminérgicos, acorta la du-
ración del anestro o induce estro en perras con 
anestro prolongado (33, 34).

Los agonistas dopaminérgicos como la 
bromocriptina y cabergolina, han sido utilizados 
con éxito para la inducción de ciclos estrales. La 
dopamina inhibe la liberación de prolactina desde 
la pituitaria anterior, concomitantemente el trata-
miento con inhibidores de la prolactina disminuye 
el intervalo interestral e induce el estro en perras 
con anestro prolongado (35). La administración 
de bromocriptina y cabergolina, administrados en 
la fase lútea y anestro, reduce la duración de am-
bos (36). Algunos investigadores han reportado la 
terminación del anestro dentro de los 50 días de 
tratamiento, mientras que otros dentro de los 28 
días (2, 37, 38). Bromocriptina, es un agonista del 
receptor dopaminérgico D2, pero también afecta 
los receptores serotoninérgicos y adrenérgicos 
(38), este compuesto también atraviesa la barrera 
sangre-cerebro. Por otra parte, cabergolina posee 
una mayor bio-potencia y afinidad por el receptor 
D2 que la bromocriptina, una menor afinidad por 
los receptores serotoninérgicos y una duración 
de acción mayor. Conjuntamente posee menos 
efectos en el sistema nervioso central (38).

Los agonistas dopaminérgicos han sido 
utilizados satisfactoriamente en muchas perras, 
pero este método de inducción de estro puede 
requerir más de treinta días de tratamiento, de-
pendiendo del estadio del anestro (temprano o 
tardío) en el que se encuentra la perra (38).

La bromocriptina está disponible comer-
cialmente para la utilización en humanos y se 

ha utilizado en dosis de 20 a 250 mg/kg obser-
vándose una incidencia de aparición de signos 
de estro y tasas de preñez del 71 al 100% y 
100% respectivamente. Pueden ser necesarios 
tratamientos de 1 a 3 meses antes de observar 
los signos de proestro. Rara vez se observan 
efectos secundarios importantes pudiendo apa-
recer vómitos cuando se utilizan dosis altas (36, 
39). La cabergolina es el agonista dopaminérgico 
con el que se obtuvieron los mejores resultados, 
está disponible para su utilización en medicina 
veterinaria y utilizado a dosis de 5 ug/kg se 
lograron tasas de preñez del 83 a 93% (5). Sin 
embargo es importante destacar que el tiempo 
transcurrido entre la realización del tratamiento 
y la ocurrencia del proestro post tratamiento es 
sumamente variable (entre 1 y 3 meses). Este 
hecho hace que no puedan utilizarse estas drogas 
para sincronizar los ciclos en las perras, de tal 
manera que las pariciones ocurran en la épocas 
de mayor demanda de cachorros. Así mismo el 
tiempo prolongado de administración se relaciona 
con el incremento del costo del tratamiento, la 
complicación de la administración diaria de la 
droga y el desaliento del propietario.

Conclusiones
El escaso número de animales con el que 

se realizan los ensayos hace difícil realizar una 
adecuada evaluación de los protocolos de induc-
ción en la perra. Investigaciones futuras orien-
tadas a la evaluación de los diversos protocolos 
de inducción así como de las dosis y períodos de 
administración utilizados permitirán alcanzar 
mejores resultados en la inducción de ciclos 
fértiles, lográndose altas tasas de ovulación y de 
preñez evitando efectos colaterales indeseables 
en la madre. De esta manera podrá darse una 
respuesta adecuada a la insistente demanda de 
los criadores en relación a la obtención de ca-
chorros en épocas determinadas del año en las 
que aumenta considerablemente la demanda de 
los mismos. En la actualidad, no se puede res-
ponder de manera adecuada a esta necesidad de 
los productores caninos y esto se relaciona con 
importantes pérdidas de dinero. Sin embargo 
es importante destacar que si bien la inducción 
de ciclos puede mejorar el manejo productivo 
de un criadero, de ninguna manera deben olvi-
darse los derechos del animal. Debe impedirse 
que la hembra se convierta en una “máquina” 
productora de cachorros sin tener en cuenta el 
bienestar animal.
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