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1. RESUMEN

El presente estudio fue realizado con el proposito de evaluar la efectividad del Extracto
Hipofisiario Equino (HAP) en la induccion de estro y ovulacion en perras.

Para este propdsito se seleccionaron 6 perras mestizas adultas en estado de anestro, el
cual fue determinado mediante examen clinico, reproductivo y citologia vaginal. A las perras
seleccionadas se les administré durante 10 dias consecutivos, una dosis diaria de 10 mg de
Extracto Hipofisiario Equino (HAP), via subcutanea, suspendido en 1,5 ml de suero
fisioldgico estéril. El dia 11 o cuando se observo un 100% de celulas superficiales en el frotis,
se les aplicd una dosis Unica de 1000 Ul de Gonadotrofina Coridénica Humana (hCG) via
intramuscular para estimular la ovulacion. Se realizaron frotis vaginales todos los dias a cada
una de las perras a fin de determinar los cambios citologicos que ocurrieron en ellas para
evidenciar las diferentes etapas del ciclo reproductivo. Se observaron y registraron en una
ficha individual los cambios clinicos y conductuales que se presentaron en los animales a
medida que progresaba el tratamiento. Entre los 7 y 10 dias después de la administracion de
hCG, las perras fueron sometidas a una ovariohisterectomia. Se determiné el peso y volumen
de cada ovario y finalmente se evalué el nimero de foliculos y cuerpos lUteos presentes en
ellos.

Los resultados obtenidos fueron: el inicio del proestro se presenté en promedio a los
5,3 £ 1,4 dias con un 45 % de células superficiales. El estro fue a los 11,5 + 1,8 dias con un
95 % de células superficiales. En relacion a los ovarios, el volumen y peso promedio de ambos
ovarios fue de 5,1 + 2,6 cm®y 4,5 + 3,3g respectivamente. El nimero total de foliculos y
cuerpos lateos fue de 7 + 1,8 y 14 + 4,5 respectivamente.

Debido a que el 100% de las perras en estudio respondi6 al tratamiento utilizado, se

concluye que es posible inducir estro y ovulacién en perras, en base a la utilizacion de
Extracto Hipofisiario Equino (HAP) y Gonadotrofina Coriénica Humana (hCG).

Palabras claves: induccion, estro, perra, canino, Extracto Hipofisiario equino (HAP).



2. SUMMARY

INDUCTION OF ESTRUS AND OVULATION IN BITCHES (Canis lupus familiaris)
THROUGH THE USE OF HORSE ANTERIOR PITUITARY EXTRACT (HAP).
CLINIC AND CITOLOGIC DESCRIPTION .

The aim of this study was to assess the effect of horse anterior pituitary extract (HAP)
in the induction of estrus and ovulation in bitches.

For this purpose 6 adult hybrid anoestrus bitches were used. Anoestrus was determined
by clinical and reproductive examinations and vaginal cytology. The selected bitches were
administered for 10 consecutive days, with a daily dose of 10 mg of horse anterior pituitary
extract (HAP) SC, suspended in 1.5 ml of sterile saline solution. At day 11, or when a 100%
superficial cells in the smear were observed, a single dose of 1.000 IU of human chorionic
gonadotropin (hCG) IM was applied to stimulate ovulation. VVaginal smears were taken every
day to each bitch to determine the cytological changes. Clinical and behavioral changes was
recorded in animals during treatment. 7 to 10 days after hCG administration, the bitches were
ovariohysterectomiced. Weight and volume of each ovary were determined and the number of
follicules and corpora lutea present in the ovaries was recorded.

The beginning of proestrus, was on average 5.3 £ 1.4 days with 45% of superficial
cells. The onset of estrus was 11.5 + 1.8 days with 95% superficial cells. The volume and
weight of both ovaries was 5,1 + 2.6 cm® and 4,5 + 3.3 g respectively. The total number of
follicles and corpora lutea was 7 + 1, 8 and 14 + 4,5 respectively.

As 100% of the dogs in the study responded to the treatment used. It can be concluded
that it is possible to induce estrus and ovulation in bitches, based on the use of Horse Anterior
Pituitary Extract (HAP) with a daily dose of 10 mg, and Human Chorionic Gonadotropin
(hCG).

Keywords: Induction, estrus, bitch, canine, Horse Anterior Pituitary Extract (HAP).



3. INTRODUCCION

3.1 CARACTERISTICAS REPRODUCTIVAS DE LA PERRA

La perra doméstica (Canis lupus familiaris), ha desarrollado una fisiologia reproductiva
que la diferencia de otras especies domésticas, como también de las especies caninas salvajes.
Posee prolongados periodos interestrales, siendo indiferente a la estacion del afio y al largo del
dia. La luteinizacion y la produccion de progesterona comienzan antes de la ovulacion, y la
fase copulatoria continla a pesar del alza de progesterona sanguinea (Feldman y Nelson
2000).

La perra es considerada una hembra monoéstrica tipica y su actividad reproductiva no
presenta patrones estacionales definidos, presentando asi celos durante todo el afio
(Concannon y Temple 1989). Existen antecedentes que indican que factores sociales tales
como la presencia de una perra en celo puede inducir el estro en otras perras, mientras que
factores estresantes pueden suprimir la actividad sexual (Sdnchez 1998).

Desde el punto de vista practico, se considera que un animal ha alcanzado la pubertad
cuando es capaz de liberar gametos y de manifestar secuencias completas de comportamiento
sexual. La pubertad es basicamente el resultado de un ajuste gradual entre la actividad
gonadotréfica creciente y la capacidad de las gonadas de asumir simultdneamente la
estereidogénesis y la gametogénesis (Hafez 2000).

En la perra la pubertad se alcanza 2 a 3 meses antes de haber alcanzado el peso adulto.
Asi, algunas razas pequefas exhibiran su primer celo entre los 6 y 10 meses de edad. Las razas
grandes sin embrago, pueden no comenzar a ciclar hasta los 12 a 24 meses. El inicio de la
pubertad depende de varios factores entre ellos: genéticos, ambientales, nutricionales y
sanitarios (Feldman y Nelson 1991).

La pubertad no es sindnimo de madurez sexual, este Ultimo término se refiere a la edad
reproductiva éptima y se adquiere a partir del segundo o tercer ciclo estral (celo). En la perra el
méaximo rendimiento reproductivo se mantiene hasta los 6 afios aproximadamente, momento a
partir del cual la fertilidad comienza paulatinamente a disminuir (Pineda 1991).

3.1.1 Ciclo estral de la perra:

La perra es considerada monoéstrica no estacional ya que sélo tiene un celo por
estacion reproductiva. El intervalo interestral es muy variable entre razas y entre hembras de
una misma raza, y es probable que esté influenciado por condiciones ambientales e
interacciones sociales (Pineda 1991).

El ciclo estral de la perra se puede dividir en cuatro fases: un periodo de inactividad
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sexual denominado anestro, de duracién variable (promedio: 120 dias), le sigue el proestro, de
duracion promedio 9 dias, que se caracteriza por la presencia de edema vulvar y descarga
sanguinolenta. El estro, o periodo durante el cual la hembra aceptard al macho, es la tercera
fase, la ovulacion se produce de forma espontanea al comienzo de esta etapa del ciclo, la cual
dura en promedio 9 dias. Si no tiene lugar la gestacion, el estro va seguido del diestro, que
dura en promedio 65 dias, el cual acaba de forma imperceptible en el anestro (Jeffcoate 1999).

3.1.1.1 Proestro: Corresponde al inicio de un nuevo ciclo reproductivo. EI comienzo del
proestro se define como el momento en que la perra inicia el sangramiento a través de la
vulva. Este fendmeno no es evidenciable en todas las perras, especialmente en aquellas de
razas de pelo largo o en aquellas que se lamen frecuentemente su zona genital. El proestro
tiene una duracion promedio de 9 dias, con un rango de 6 a 21 (De los Reyes y Sanchez 2000).

Esta etapa se caracteriza por un predominio estrogénico. Estos estrdgenos son
sintetizados a partir de los foliculos ovéricos en desarrollo, los que inician su crecimiento en la
etapa previa al proestro, es decir, antes de terminar el anestro (Concannon 1998). Al comenzar
el proestro, los estrdgenos se encuentran en aumento provocando un efecto de
retroalimentacién negativa a nivel hipotalamo-hipofisiario para FSH, la cual disminuye
notoriamente en esta etapa y, por otra parte, el alza de estrogenos desencadena la
retroalimentacién positiva para la LH (Parvizi 2000).El aumento de los estrogenos continua
hasta alcanzar su maximo 1 a 2 dias antes del pico de LH, que generalmente ocurre hacia el fin
del proestro. La progesterona, en cambio, se encuentra en niveles bajos (menos de 0,5 ng/ml)
aumentando 2 a 3 dias antes del fin del proestro (Badianand y col 1993).Este aumento de
progesterona hacia fines del proestro, estaria relacionado a una luteinizacion de los foliculos
preovulatorios (Concannon 1998).

El aumento de los estrdgenos estimula una serie de cambios, dentro de los cuales cabe
destacar: edema vulvar, vaginal y uterino producto de un aumento en la retencion de
electrolitos y sodio. Cambios conductuales como inquietud, excitabilidad, polidipsia, y
disminucion del apetito. Descarga vulvar de secrecion sanguinolenta que proviene del Utero
debido al aumento de la vascularizacion endometrial. Alargamiento de los cuernos uterinos y
proliferacion del epitelio vaginal con manifiesta produccion de células superficiales (Sanchez
1998). En el momento del pico de LH hay un cambio en el estr6geno sérico desde muy altas
concentraciones a concentraciones progresivamente bajas, combinadas con el ascenso
concomitante de las concentraciones de progesterona. Con este cambio hormonal hay una
reduccién en el edema del tracto reproductivo con la consecuencia del ablandamiento
distintivo de la vulva (England y Concannon 2002)

Las hembras se vuelven atractivas para los machos durante el proestro debido a las
feromonas liberadas en las secreciones vaginales y la orina. A pesar de eso, la hembra durante
el proestro no aceptara al macho para el apareamiento (Pineda 1991).

Citologicamente el proestro se caracteriza por la presencia de neutrdfilos, abundantes
eritrocitos, células intermedias grandes y pequefias y escasas células superficiales. Hacia el
final del proestro disminuye considerablemente el nimero de neutréfilos, debido a que éstos
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ya no son capaces de atravesar la pared vaginal. Ademas se presenta un predominio de células
intermedias y superficiales (Gobello y Corrada 2001).

3.1.1.2 Estro: El estro o celo, comienza el primer dia en que la hembra acepta la monta y
cépula y termina cuando deja de aceptar al macho. La duracién de este periodo es de 9 dias en
promedio, con un rango que va de 4 a 21 dias (Concannon 1998).

La perra en estro busca activamente al macho. Al momento del apareamiento adopta
una posicién definida, tensa los miembros posteriores, desvia y mantiene la cola sobre un lado
y expone la vulva al arquear el lomo (Pineda 1991). Clinicamente se puede apreciar reflejo de
desviacion de la cola y una disminucion de la turgencia de la vulva la cual, se hace méas blanda
y flacida. La mucosa vaginal esta palida con pliegues muy acentuados y secrecion
serosanguinolenta de color tenue (Sanchez 1998).

El estro se inicia con el alza preovulatoria de LH que tiene una duracion aproximada
de 24 a 72 horas. Hay un alza de FSH, que ocurre 1 a 2 dias luego del aumento de LH
(Concannon 1998). EIl incremento de la progesterona, que ha subido de sus niveles basales,
previo al alza de LH, continda aun después del pico de LH, teniendo un rapido aumento los
siguientes 10 dias. Un efecto de esta alza de progesterona, es aumentar y prolongar la
intensidad de la conducta estral (Concannon y Temple 1989).

La ovulacion en la perra es espontanea, no inducida por el coito y se produce 24 a 72
horas después del pico de LH, siendo en la mayoria de los casos 48 horas después. La cantidad
de ovocitos liberados es variable dependiendo de la raza, con rangos entre 5y 15 por periodo
ovulatorio (Tsutsui 1989). En la perra los ovocitos liberados se encuentran en estado de
ovocito primario, es decir con su nucleo en estado de vesicula germinativa, en la profase de la
primera division meidtica y no como ovocitos secundarios como en otras especies. La meiosis
se reinicia un dia después de la ovulacion, generalmente en la porcién media del oviducto La
maduracion ovocitaria, implica que el gameto finalice la primera divisién meiética e inicie la
segunda, gquedando detenido en la segunda metafase de la meiosis. Solo después de la
maduracion, el ovocito esta apto para ser fecundado. Este proceso de maduracion se alcanza
generalmente alrededor del tercer dia post ovulacion (Farstad 2000).

El nimero de ovocitos presentes en los ovarios de una perra recién nacida se estiman
en 700.000. Para la pubertad disminuyen a 250.000; a los 5 afios 30.000 y a los 10 afios sélo
unos cuantos cientos. La fecundidad comienza a declinar en forma progresiva una vez que la
perra cumple 6 afios de edad o méas (Feldman y Nelson 1991).

Durante el celo, la citologia vaginal permanece relativamente constante. No existen
modificaciones que sugieran el dia del pico de LH o de ovulacion. Las células superficiales y
escamas anucleares representan mas del 80% de las células vaginales totales y a menudo
suelen alcanzar el 100% (Feldman y Nelson 1991).

Un frotis vaginal obtenido durante el estro no contiene neutréfilos y disminuye
considerablemente la cantidad de glébulos rojos. Si bien puede observarse en el fondo del
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frotis escasas bacterias, la respuesta leucocitaria esta ausente. El fondo del frotis de una perra
en estro es limpio y libre de detritus celulares (Gobello y Corrada 2001).

3.1.1.3 Diestro: Este periodo se define como la fase de predominio de la progesterona y es la
etapa del ciclo en la cual los cuerpos liteos son completamente funcionales.La etapa de diestro
en la perra es similar al largo de la gestacion, aproximadamente 63 dias, siendo levemente mas
largo en hembras no prefiadas. EI comienzo de esta etapa esta dado por el primer dia en que la
perra rechaza la monta. En la mayoria de las perras el diestro comienza 8 a 10 dias después del
pico de LH (Badianand y col 1993).

El aumento de progesterona continua hasta aproximadamente 2 dias después de
iniciado el diestro, alcanzando sus valores maximos entre los dias 20 a 30 después de la
ovulacién, comenzando un descenso gradual por alrededor de 5 a 6 semanas (Concannon
1998).

La progesterona induce cambios a nivel endometrial y miometrial, favoreciendo el
ambiente para la implantacion y disminuyendo las contracciones uterinas. En el Gtero hay
hipertrofia glandular e hipervascularizacion. En el oviducto se alargan las fimbrias y se
protruye la bursa ovérica. La mucosa vaginal se presenta rosado-palido con pliegues poco
notorios (Sanchez 1998).

Los niveles de prolactina se mantienen con ligeras variaciones a traves de esta etapa,
esta hormona hipofisiaria juega un rol importante en la mantencién del cuerpo lGteo,
especialmente hacia mediados del diestro, aumentando los receptores para LH en las células
luteinicas (Fernandez y col 1987). En una hembra gestante, la prolactina tiende a aumentar
lentamente, cuando la progesterona comienza a disminuir, el pico de prolactina se observa uno
a dos dias antes del parto (Galac y col 2000). En perras no gestantes, también hay un aumento
en la secrecion de prolactina cuando la progesterona baja sus niveles plasmaticos (De los
Reyes y Sanchez 2000).

No se conoce bien en las perras el mecanismo por el cual el cuerpo lGteo regresa, lo
que ocurre normalmente hacia el fin del diestro. No obstante, aunque en perras que han sido
hipofisectomizadas en diestro, se produce la lisis del cuerpo lateo, no pareciera ser que el
mecanismo fisioldgico en la regresion del cuerpo Iuteo sea la disminucion de LH, ya que las
concentraciones de esta gonadotrofina tienden a aumentar al final del diestro (Olson y col
1984).Por otra parte, tampoco pareciera ser que la secrecion de prostanglandina endometrial,
como ocurre en los rumiantes, esté involucrada en la luteolisis, ya que en las perras
histerectomizadas no hay un aumento en la duracién del cuerpo liteo (Chaffaux 1993).

En el diestro el nimero de células superficiales presentes en el frotis disminuye
mientras que las células parabasales e intermedias se incrementan marcadamente. Asimismo,
en los 7-10 dias iniciales del diestro reaparecen los neutr6filos en nimero variable. Es
importante reconocer como normal esta aparicion de neutrofilos en los frotis obtenidos en
diestro temprano a fin de diferenciarlos de posibles cuadros infecciosos. Puesto que los
gldébulos rojos también pueden presentarse en algunos frotis vaginales obtenidos al inicio del
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diestro, es muy dificil diferenciar el proestro del diestro basandose exclusivamente en la
citologia vaginal (Gobello y Corrada 2001).

Finalmente el diestro termina con la lisis del cuerpo luteo y el descenso de los niveles
de progesterona. Luego de esto el Utero, que ha estado bajo la influencia de la progesterona
por un tiempo prolongado, entra en una fase de regeneracion (De los Reyes y Sanchez 2000).

3.1.1.4 Anestro: Esta etapa se extiende desde el fin del diestro hasta el siguiente proestro. El
comienzo del anestro en perras que no se prefiaron, no es facil de distinguir a diferencia de las
hembras en gestacion, donde el parto delimita la fase de diestro de la de anestro (De los Reyes
y Sanchez 2000).

El anestro corresponde a la etapa del ciclo estral en la cual no existe actividad
reproductiva evidente y se definia como un lapso de inactividad ovérica. Esta definicion ya no
es sostenible ya que se ha demostrado que los ovarios de la perra estan activos y bastante
sensibles a la estimulacion gonadotrdpica enddgena, semanas antes del proestro (Pineda
1991). A medida que progresa el anestro, va ocurriendo un aumento en la sensibilidad
hipofisiaria a la accion de los factores liberadores producidos en el hipotdlamo (GnRH).De
esta forma los niveles de FSH que estaban bajos durante el diestro, aumentan para dar inicio
una nueva onda de crecimiento folicular (De los Reyes y Sanchez 2000).

Esta etapa, al igual que las otras del ciclo, presenta variacion en su duracién de acuerdo
a caracteristicas genéticas, edad, estado sanitario y otros factores. Su duracion promedio es
aproximadamente de 120 dias (Concannon 1998).

La citologia vaginal del anestro es relativamente constante. Primariamente se observan
un predominio de células parabasales y en menor medida células intermedias pequefias. Si
bien pueden hallarse algunos neutréfilos, su nimero es muy inferior comparado con el
principio del diestro. Pueden 0 no verse bacterias; cuando éstas se presentan usualmente
reflejan la flora normal (Feldman y Nelson 1991).

3.2. CITOLOGIA VAGINAL Y SU UTILIDAD CLINICA.

La citologia vaginal es una técnica orientadora para la determinacion del momento del
ciclo estral en la perra, dato no solamente necesario para el asesoramiento del servicio sino
también para resolver numerosas situaciones clinicas. La evaluacion de las células exfoliadas
del tracto genital también puede ayudar al diagndstico de varios desdrdenes genito-urinarios.
Los métodos de preparacion de los extendidos vaginales son simples y econémicos lo que
justifica su aplicacion (Gobello y Corrada 2001).

La nomenclatura de las células vaginales se basa en la morfologia celular. La literatura
antigua se refiere a células queratinizadas v/s no queratinizadas y/o cornificadas v/s no
cornificadas. La perra sin embargo, no exhibe un epitelio vaginal cornificado, lo que da origen
a una nomenclatura diferente que describe las principales alteraciones en las células vaginales
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caninas debidas a la influencia estrogenica. Estos diferentes tipos celulares representan
diferentes estadios de muerte celular. Cuando las células vaginales redondas normales mueren
se vuelven mas grandes, de forma mas irregular y de tincidbn mas péalida. Estas células
contienen nucleos progresivamente mas pequefios que se hacen picndticos antes de la
desintegracion final, que deja una célula anuclear (Feldman y Nelson1991).

En los frotis de la mucosa vaginal se distinguen los siguientes tipos de células normales
comenzando de la capa vaginal mas profunda hacia el lumen vaginal: células parabasales,
intermedias, metaestrales y superficiales (Gobello y Corrada 2001).
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Figura 1. llustracion de los cambios producidos en el espesor de la pared vaginal, citologia

vaginal y niveles de estrogenos en una perra promedio que experimenta un ciclo estral
(Feldman y Nelson 1991).

Células parabasales: son células vaginales sanas y pequefias. Son redondas o
ligeramente ovales, tienen nucleos redondos grandes y cantidades relativamente pequefias de
citoplasma (Feldman y Nelson1991).

Células intermedias: varian su tamafio desde apenas mas grandes que las parabasales
hasta un volumen del doble de tamafio. Estas células tienen margenes irregulares redondos a
ovales lisos y los nacleos suelen ser mas pequefios que los encontrados en las células
parabasales. Este cambio en la morfologia refleja el primer paso en la muerte celular, pues las
células se vuelven méas grandes y parecen tener cantidades relativamente mayores de
citoplasma y nucleos mas pequefios (Feldman y Nelson 1991).

Células metaestrales: son celulas vaginales intermedias grandes que contienen uno o
mas neutrdfilos dentro de su citoplasma. Suelen observarse en el frotis vaginal de una perra en
diestro temprano o con vaginitis (Feldman y Nelson 1991).



Células superficiales: son las células mas grandes que se observan en los extendidos.
Estas células tienen bordes angulosos, planos y agudos y su tincidn es exigua. Sus nlcleos son
pequerios o picnoticos, ademas presentan una pérdida gradual de la coloracion. Dentro de esta
clasificacion también se encuentran las escamas anucleares que corresponden a células
superficiales anucleares, se caracterizan por ser células grandes, irregulares, muertas, que
representan el final de un proceso iniciado con las células parabasales redondas (Feldman y
Nelson 1991).

La interpretacién de la citologia vaginal observada en la muestra, se hace de acuerdo al
predominio de los distintos tipos celulares, los cuales son orientativos de los diferentes
momentos del ciclo estral. No obstante es imprescindible hacer un seguimiento de la evolucion
del cuadro celular a través del ciclo estral, ya que un preparado aislado podria resultar
compatible con distintos momentos del ciclo (Gobello y Corrada 2001).

3.3 INDUCCION DE ESTRO EN PERRAS

Los avances logrados en los ultimos afios en el conocimiento de la biologia
reproductiva de la perra doméstica, junto a la disponibilidad de nuevos productos hormonales
han permitido mejorar el manejo del ciclo estral de la hembra canina (Stornelli y col 2006).

Debido a las caracteristicas reproductivas de la perra, el desarrollo de un método
efectivo para la induccion de estro predecible en perras seria muy importante, especialmente
en el caso de perras de alto valor econdmico o genetico, ademéas resulta esencial para aquellos
que se dedican a la crianza, en cuyo caso les permitiria aumentar los nacimientos en épocas del
afio en que aumenta notablemente la demanda de cachorros (navidad, dia del nifio, etc.). A su
vez podria permitir reducir el namero de hembras en los criaderos, por lo cual los costos se
reducirian. En adicion a lo anterior, la induccion de ciclos estrales es casi una necesidad en
aquellas hembras que presentan anestros prolongados y en aquellas que alcanzan tardiamente
la pubertad, a quienes se les reduce notablemente la posibilidad de quedar gestantes
(Hernandez y col 2003).

La induccién de ciclos y la reduccidn del intervalo interestro en la perra pueden
realizarse mediante cuatro alternativas (Concannon y col 1997). La primera incluye la
utilizacion de una combinacion de gonadotrofinas (eCG y hCG o hMG), gonadotrofinas de la
pituitaria (FSH y LH) o dietilestilbestrol (DES) y FSH. La segunda alternativa incluye la
utilizacion de GnRH y sus agonistas (cistorelina y buserelina) o superagonistas (nafarelina,
lutrelina) para estimular la liberacion de hormonas gonadotrépicas endégenas de la hipofisis.
La tercera alternativa incluye la utilizacion de prostanglandina para inducir luteolisis y acortar
el diestro. La cuarta y ultima alternativa incluye la supresion del anestro mediante la
utilizacion de los agonistas dopaminérgicos (bromocriptina, cabergolina, metergolina) que
acttian inhibiendo la prolactina y acortando asi los periodos interestrales (Stornelli y col 2006).
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Las gonadotrofinas disponibles comercialmente y utilizadas en perros son la FSH, la
gonadotrofina coridnica equina (eCG), la LH porcina, la gonadotrofina coriénica humana
(hCG) y la gonadotrofina menopausica humana (hMG). Existen tejidos diferentes a la
hipdfisis que son capaces de producir gonadotropinas, las dos fuentes mas importantes de tales
hormonas, de interés en medicina veterinaria, son el suero de yegua prefiada, del que se
obtiene la eCG vy la orina de mujer embarazada, de la cual se obtiene la hCG. La eCG tiene
una actividad bioldgica similar a la FSH, siendo utilizada principalmente para inducir
desarrollo folicular, y en dosis altas superovulacion, en diversas especies (Stornelli y col
2006). Por otra parte la accion bioldgica de la hCG es semejante a la de la hormona
luteinizante, es por esto que se utiliza ampliamente para inducir ovulacion, ademas de agente
terapéutico para inducir luteinizacion y posible ovulaciéon de quistes ovaricos en ganado
bovino. En la perra se ha estudiado la eficacia de varios protocolos combinados de eCG y hCG
habiéndose reportado diferentes resultados (McDonald 1996).

De las gonadotrofinas utilizadas en perros, la mas ampliamente estudiada para la
induccion de estro es eCG, con protocolos de administracién que van desde la aplicacion de
inyecciones diarias a semanales usando la via intramuscular o subcuténea. Sin embargo se ha
descrito falla lutea prematura con el consecuente acortamiento del diestro y pérdida de prefiez
en algunos protocolos basados en el uso de eCG (Kutzler 2007).

En cuanto a la utilizacion de GnRH. exdgena o agonistas de GnRH, los protocolos
descritos incluyen administracion endovenosa pulsatil de GnRH, goteo subcutaneo constante
de un agonista de GnRH y administracion de un agonista via subcutanea 3 veces al dia
durante 14 dias. El principal inconvenientes de los protocolos antes mencionados es su alto
costo y lo impractico para su uso rutinario. La administracién prolongada de GnRH ha
reportado sobreestimulacion de la hipofisis, supresion de la secrecion de LH y disminucion de
la secrecion de progesterona (Kutzler 2005).

El dietilestilbestrol (DES) también se ha usado para la induccion de ciclos estrales. Sin
embargo, con el uso de estrogenos siempre se debe considerar la potencial aparicion de
piometras, neoplasias mamarias y otros problemas genitales (Gobello y Corrada 2001).

3.3.1 Efecto gonadotrdfico del Extracto Hipofisiario Equino (HAP)

El extracto hipofisiario equino (HAP), es un producto crudo obtenido de hipdfisis
equinas provenientes de matadero, tiene efectos gonadotroficos (FSH principalmente y en
menor medida LH) con lo que es posible inducir desarrollo folicular y ocasionalmente
ovulacion (Gatica 1985).

Como no existe un producto comercial de este extracto, solamente se han podido
realizar trabajos experimentales, para inducir estro, ovulacion y superovulacion, en diferentes
especies (Godoy 1998).

En el Instituto de Reproduccion Animal de la Universidad Austral de Chile, se han
desarrollado diversos estudios con HAP, trabajando asi con bovinos (Araya 1995, Silva
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1996), ovejas (Moller 1990, Hernandez 1991), cabras (Salas 1984) y terneras prepuberes
(Sciarresi y col 1984). También se han realizado un par de estudios en perras, teniendo
resultados positivos en induccion de celo y ovulacién (Godoy 1998, Corti 2003).

3.4. HIPOTESIS
Es posible inducir estro y ovulacion en perras, mediante la administracion de Extracto
Hipofisiario Equino (HAP) y Gonadotrofina Corionica Humana (hCG).

3.5 OBJETIVOS DEL TRABAJO

3.5.1 Objetivo general.

Determinar si la induccion de estro y ovulacion, mediante la administracion de
extracto hipofisiario equino (HAP) y Gonadotrofina Corionica Humana (hCG) es factible ser
aplicada en esta especie.

3.5.2 Objetivos especificos.

e Evaluar los cambios clinicos y conductuales producidos por la accion de las hormonas
administradas.

e Evaluar los cambios citolégicos producidos por accion de las hormonas administradas.

e Evaluar la respuesta ovarica producida por la accion de las hormonas administradas.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 MATERIAL
4.1.1. Material bioldgico

Se utilizaron 6 perras adultas mestizas, con un peso que fluctud entre 8 y 15 kgs con
un promedio de 11,7 kgs, con una condicion corporal de 2,0 a 3,0 (escala de 1 a 5),
provenientes del programa de control de perros vagos del Servicio de Salud Valdivia. Se les
realizd un examen clinico-reproductivo para determinar la condicion corporal y la normalidad
del tracto reproductivo. Las perras se encontraban clinicamente sanas y en estado de anestro,
el cual fue determinado por examen clinico, reproductivo y citologia vaginal. La edad fue
estimada por cronometria dentaria y fluctué de 1,5 a 3 afios, con un promedio de 2,4.

Los animales utilizados fueron mantenidos, en la etapa inicial de este estudio, en
dependencias del Instituto de Reproduccion Animal de la Universidad Austral de Chile.
Durante todo el estudio los animales fueron alimentados con concentrado comercial Doko ®
de Purina® y mantenidos con agua potable ad libitum.

4.1.2. Material hormonal

e Extracto Hipofisiario Equino (HAP): elaborado en el Instituto de Reproduccion
Animal de la Universidad Austral de Chile, siguiendo el método descrito por Moore y
Shelton en 1964 (Anexo 1), con la modificacion de usar hipdfisis completa. Este
extracto fue probado, antes de ser utilizado en perras, en ratones Rockefeller(Anexo 1).

e Gonadotropina Coriénica Humana hCG *
4.1.3. Material para citologia vaginal

Portaobjetos

Térulas

Guantes

Alcohol metilico

Tincién Giemsa
Microscopio optico ZEISS
Léapiz indeleble

2 pacifor 1%® Laboratorio Drag Pharma
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4.1.4. Material para ovariohisterectomia
e Acepromacina maleato?

Tiopental sédico’

Jeringas de diversos calibres

Mariposas

Guantes

Material quirdrgico

Hoja bisturi

Sutura no absorbible

Placa Petri

4.1.4. Material para la evaluacion de los ovarios

Placa Petri

Pinza y bisturi

Lupa estereoscopica

Pesa

Bureta

Regla y papel milimetrado.

4.2 METODOS:
4.2.1. Induccién de celo y ovulacién

El preparado de HAP, previamente suspendido en 1,5 ml de suero fisioldgico estéril,
se administro a las hembras en dosis de 10 mg, via subcutanea diariamente, durante 10 dias. El
dia 11 o cuando se observo un 100% de células superficiales en el frotis, se le aplicé una dosis
Unica de 1000 Ul de hCG via intramuscular para estimular la ovulacion.

Se realizaron frotis vaginales todos los dias a cada una de las perras a fin de determinar
los cambios citologicos que ocurrieron en ellas, por accion de las hormonas administradas. Las
muestras fueron rotuladas, tefiidas con Giemsa y observadas con microscopio éptico para
poder estimar los cambios producidos a nivel citologico y asi estimar el momento de inicio del
proestro y estro.

Ademas se observaron y registraron en una ficha individual (Anexo 2) los cambios
clinicos y conductuales que se observaron en los animales a medida que progresaba el
tratamiento. Tomandose en consideracion la edematizacion, la tumefaccion de la vulva y la
descarga de secreciones de tipo sero-sanguinolentas para determinar el inicio y la progresion

3 Pentovet 1g.® Laboratorio Richmond
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del proestroy el reflejo de inmovilidad , la desviacion de la cola y el intento de monta a otras
hembras para el estro.

4.2.2. Remocidn del tracto reproductivo:

Entre los 7 y 10 dias después de la administracion de hCG, las hembras fueron
sometidas a una ovariohisterectomia bajo anestesia general, para extraer ovarios, oviducto y
utero. La anestesia de los pacientes se realizd mediante la inyeccién intramuscular de
Acepromacina al 1% en una dosis de 1mg/kg y Tiopental sodico al 2 % en una dosis de 7
mg/kg. La cirugia se realizé en el Pabellén de Reproduccion Animal de la Universidad Austral
de Chile, y los tractos fueron transportados hasta el laboratorio del Instituto de Reproduccion
Animal en placas Petri con suero fisiologico.

4.3.3 Evaluacion de los ovarios recuperados.

En el laboratorio se procedid a separar cuidadosamente los ovarios del resto del tracto
reproductor. Posteriormente se separd el ovario derecho del izquierdo para proceder a realizar
las siguientes mediciones:

En primer lugar se determind el tamafio de cada uno mediante el uso de una regla y
papel milimetrado, registrandose asi el ancho y el largo.

Luego se procedié a registrar el peso de cada ovario, mediante el uso de una pesa
digital calibrada marca Sartorius. A continuacion se procedié a medir el volumen de cada
ovario, para esto se procedié a agregar 50 ml de agua en una bureta, volumen que fue
registrado como volumen inicial, y posteriormente se agregd el ovario por separado, se
procedié a registrar la nueva lectura de la bureta la cual se registr6 como volumen final. Al
volumen final se le restd el volumen inicial para asi determinar el desplazamiento del liquido
por accion del ovario determinandose asi su volumen.

Para concluir, se procedié a registrar el nimero de foliculos y cuerpos IGteos presentes
en cada ovario, mediante la observacion bajo una lupa estereoscépica.
4.3.- ANALISIS DE RESULTADOS.

Para el analisis de resultados, se utilizd el método descriptivo. Los datos obtenidos

fueron ingresados en planillas utilizando el programa Microsoft® Excel®, calculando
promedios y desviacion estandar.
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5. RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS DE LAS PERRAS EN ESTUDIO.

En el cuadro 1 se muestran las caracteristicas de las perras tratadas. El porcentaje
inicial de células superficiales, fue determinado mediante citologia vaginal el dia anterior al
inicio del tratamiento con HAP, y fluctud de 2 a 10% con un promedio de 6,6%.

Cuadro 1. Edad estimada, peso y porcentaje de células superficiales vaginales inicial de las 6
perras tratadas con 10 mg de HAP.

PERRA N° EDAD (afios)  PESO (kg) % CEL. SUP. INICIALES
1 2,5 12 5
2 15 8 2
3 2,5 13 10
4 3 11 5
5 2,5 15 10
6 25 11 8
X + D.E. 24+05 11,7+18 6,6 + 3,2

Cél.: células; Sup.: superficiales; X: promedio; D.E: desviacidn estandar

52 RESPUESTA DE LAS PERRAS AL TRATAMIENTO CON EXTRACTO
HIPOFISIARIO (HAP).

En promedio el proestro comenzé a los 5,3 dias de iniciado el tratamiento con HAP,
esto fue determinado a través de los resultados de la citologia vaginal en conjunto con los
signos clinicos observados. En relacion a la citologia, se observo la desaparicion de las células
parabasales vistas en los frotis iniciales (figura 2A y 2B), predominio de células intermedias,
aumento de celulas superficiales, ademas de la aparicion de otros tipos celulares como
eritrocitos y neutrofilos (figura 3A y 3B). En cuanto a los signos clinicos presentes, se
destacaron la edematizacion y tumefaccion de la vulva, ademas de la descarga vulvar de
secreciones de tipo sero-sanguinolentas en 5 de las 6 perras tratadas.

El estro, se inicié a los 11,5 dias de tratamiento, lo cual fue establecido por el
predominio de células superficiales en los frotis (Figura 4A y 4B), sobre un 90%, en conjunto
con los signos clinicos observados como reduccion del edema y la descarga vulvar y
aparicion de cambios conductuales tales como reflejo de inmovilidad, desviacion de la cola al
presionar la zona lumbar e intento de monta a otras hembras (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Promedio y desviacion estandar del inicio del proestro y estro, determinados
mediante citologia vaginal, en las 6 perras tratadas durante 10 dias consecutivos con 10 mg de
HAP (Dia 1: 1° dia de tratamiento con HAP).

PERRA INICIO PROESTRO INICIO ESTRO DURACION
PROESTRO
N° Dias % Cel. Sup. Dias %Cel. Sup. (dias)
1 5 50 9 95 4
2 6 45 12 90 6
3 3 45 10 100 7
4 6 40 14 90 8
5 5 50 11 95 6
6 7 40 13 100 6
X+DE. 53%14 45% + 4,5 115£18 95%+45 6,2+13
Cél.: células; Sup.: superficiales; X: promedio; D.E: desviacion estandar
g /
9 =V -
Figura 2A Frotis vaginal de perra en anestro, Figura 2B Células parabasales

se observan cumulos de células parabasales predominantes durante el anestro. Se destaca
(1) y una célula intermedia (). Tincion su nGcleo redondo y central rodeado de
Giemsa 400X. escaso citoplasma. Tincion Giemsa 400X.
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Figura 3A Frotis vaginal de una perra en
proestro, se observan principalmente células
intermedias (1), algunas células superficiales
(1) vy eritrocitos en el fondo (1) Tincion
Giemsa 100X.

Figura 4A Frotis vaginal de perra en estro,
se observan predominantemente células
superficiales nucleadas y anucleadas.
Tincién Giemsa 100X.

Figura 3B Células intermedias (1) con
bordes irregulares, predominantes durante el
proestro. Ademas se observan algunos
neutrofilos (1) en el frotis. Tincién Giemsa
400X.

. e

Figura 4B Células superficiales grandes
predominantes durante el estro. Se destaca
su nucleo picnético (1) o ausente (1) y sus
bordes planos y angulados. Tincion Giemsa
400X.
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El porcentaje de células superficiales aumentd progresivamente en relacion a las
células parabasales e intermedias en las 6 perras, alcanzando el 100% entre los dias 10 (perra
3), 12 (perra 1) y 14 (perras 2-4-5-6) del estudio (Gréfico 1).

120

100 A
W —e—PerraN° 1

—m— Perra N° 2
Perra N° 3
Perra N° 4

—e—PerraN°5

—e—PerraN° 6

Porcentaje de células superficiales

0 2 4 6 8 10 12 14

Dias de tratamiento

Grafico 1. Porcentaje de células superficiales obtenidas mediante citologia vaginal durante 14
dias, de las 6 perras tratadas durante 10 dias consecutivos con 10mg de HAP (Anexo 3).

5.2.1 Respuesta ovarica

El volumen del ovario derecho fluctué entre 1,5 y 5,3 cm® con un promedio de 2,5+1,4
cm?, en el caso del ovario izquierdo fluctud entre 1,5y 5 cm® con un promedio de 2,6 +1,3
cm® El volumen total fue de 5,1 cm®. El peso del ovario derecho varié de 1,3 a 5,8g con un
promedio de 2,3 £1,8g, mientras que en el ovario izquierdo vari6 de 1 a 5,1g con un promedio
de 2,2 +1,5qg. El peso total para ambos fue de 4,5 £ 3,3g (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Promedio y desviacion estandar del volumen y peso ovarico, en las 6 perras
tratadas con HAP y luego ovariohisterectomizadas 7 dias después de la administracion de
hCG.

PERRA  VOLUMEN OVARIOS(cm3) PESO OVARIOS (g)
N° 0.D. Ol TOTAL 0D 0.l TOTAL
1 2,2 3,1 5 2,1 25 4.6
2 2 2,7 5 16 1,8 34
3 53 5 10,3 5.8 5,1 10,9
4 2 15 3,5 13 1 2.3
5 1,5 1,5 3 15 1,2 27
6 2,1 1,8 3,9 15 1,4 27

X *D.E. 2514 2,6+13 51+ 26 2318 22+15 45+33
O.D: ovario derecho; O.I: ovario izquierdo; X: promedio; D.E: desviacién estandar

En el cuadro 4 se muestra el nimero de foliculos y cuerpos Iuteos encontrados en los
ovarios obtenidos en este estudio. En el ovario derecho, el nimero de foliculos fluctuo entre 1
y 5 con un promedio de 3 £1,5, en el ovario izquierdo fluctud entre 1 y 7 con un promedio de
4 + 2,2, En promedio el namero total de foliculos fue de 7 + 1,8. En el ovario derecho los
cuerpos luteos fluctuaron entre 5y 10 con un promedio de 7 £ 2,2, mientras que en el ovario
izquierdo varid de 5 a 13 con un promedio de 8 = 2,8. En promedio el nimero total de cuerpos
liteos fue de 14,7 + 4,5,

Cuadro 4. Promedio y desviacion estandar del numero de foliculos y cuerpos luteos en las 6
perras tratadas con HAP y luego ovariohisterectomizadas 7 dias después de la administracion
de hCG.

PERRA NUMERO DE FOLICULOS NUMERO DE C.L.

N° O.D. O.l. TOTAL 0.D O.l TOTAL

1 2 6 8 7 8 15

2 4 3 7 5 6 11

3 4 7 11 10 13 23

4 4 3 7 6 5 11

5 1 1 13

6 5 4 7 8 9 18
X+D.E. 3,3t1,5 44272 7+29 7+18 8+28 14,7+ 45

O.D: ovario derecho; O.I: ovario izquierdo; X: promedio; D.E: desviacion estandar; CL.:
cuerpo lateo
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6. DISCUSION

6.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS PERRAS EN ESTUDIO.

Se llevd a cabo este estudio con el fin de probar la efectividad de la combinacién del
extracto hipofisiario equino (HAP) y hCG en la induccion de estro y ovulacion. Para ello se
seleccionaron 6 perras mestizas medianas con un peso similar, con el objetivo de facilitar el
manejo y a su vez lograr una respuesta mas homogénea. Esto difiere con lo realizado por
Godoy (1998) en un estudio con HAP, ya que él utiliz6 hembras de diferente tamafio, con un
peso que vario de 6 a 28 kg , debido a lo cual obtuvo una variacién importante en sus
resultados.

El porcentaje de células superficiales inicial fue en promedio de 6,6 + 3,2%. Lo cual
se asemeja al 5% reportado por Bustamante (1987).

6.2 RESPUESTA DE LAS PERRAS AL TRATAMIENTO CON EXTRACTO
HIPOFISIARIO (HAP).

Para evaluar la respuesta de las perras, se realizé citologia vaginal diariamente, a partir
del dia anterior al inicio del tratamiento (dia 0), para poder observar el incremento en el
porcentaje de células superficiales, las que fueron aumentando progresivamente hasta alcanzar
el 100% entre los dias 10 a 14 del estudio. Esto concuerda con lo reportado por Corti (2003).

La aparicion del proestro fluctud entre los dias 3 y 7 de iniciado el tratamiento, con un
promedio de 5,3 £ 1,4 dias y con un porcentaje de células superficiales promedio de 45%. El
estro se determind cuando el porcentaje de células superficiales fue > 90% en conjunto con los
signos clinicos ya mencionados, de esta forma se present6 entre los 9 y 14 dias de iniciado el
tratamiento, con un promedio de 11,5 + 1,8 dias y con porcentaje de células superficiales
promedio de 95%.

Tomando en consideracion los resultados obtenidos es recomendable usar para una
adecuada determinacion del proestro y estro en las perras, tanto los signos externos como la
citologia vaginal en forma conjunta. Ademas Wallace y col (1982) recomiendan asociar a lo
ya mencionado, la técnica ultrasonografica y la determinacion de LH y progesterona en el
suero.

Sanchez (1998) describe que en un ciclo estral normal en la perra, el porcentaje de
células superficiales al inicio del proestro es de alrededor de 20%, cifra menor a la reportada
en este trabajo. Esto podria deberse a que la administracion de gonadotrofinas exdgenas llevo
a un mayor desarrollo folicular y por lo tanto a mayores concentraciones de estrogenos
circulantes, que inducirian una queratinizacion mas temprana de lo normal en el epitelio
vaginal de las perras.
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En un ciclo reproductivo normal, la duracion promedio del proestro es de 9 dias
Jeffcoate (1999).En este trabajo la duracién promedio fue de 6,2 dias. Una posible explicacion
de este acortamiento del proestro en perras inducidas, se deberia al mayor nimero de
foliculos en crecimiento, causado por la estimulacion hormonal exdgena. Este aumento en el
nimero de foliculos produciria una mayor concentracion de estrégenos plasmaticos,
ocasionando la presentacion del estro mas tempranamente.

Los resultados obtenidos en este estudio, no difieren en forma relevantes de otras
investigaciones realizadas con HAP utilizando el doble de la dosis. Corti (2003), reportd en 5
perras tratadas con 20 mg de HAP y una dosis Unica de 1000 Ul de hCG, el inicio del proestro
a los 6,3 + 1,5 dias, con un porcentaje de células superficiales promedio de 67% y para el
estro, un promedio de 11,3 + 1,6 dias con un porcentaje de células superficiales de 100%. Por
otra parte Bustamante (1987) en un estudio similar, reporté que el inicio del proestro se
present6 a los 4,6 + 0,9 dias de iniciado el tratamiento con HAP, con un promedio de células
superficiales del 59%, mientras que el estro, se presenté a los 13,4 + 2,8 dias, con un 100% de
células superficiales. Godoy (1998) realiz6 un estudio en perras, en el cual se utiliz6 una dosis
de 1mg/kg de HAP durante 10 dias, seguida de una dosis Unica de 25mg de LH porcina para
inducir estro y ovulacion, en este estudio el inicio del proestro se presentd a los 4 * 0,8 dias
de iniciado el tratamiento, con un promedio de células superficiales del 59 % y para el estro un
promedio de 10,4 + 1,2 dias, con un promedio de células superficiales del 82 %.

6.2.1 Respuesta ovarica

No existieron diferencias relevantes entre el ovario derecho e izquierdo. En relacion al
volumen, el ovario derecho presentd un volumen promedio de 2,5 +1,4 cm®y el ovario
izquierdo 2,6 +1,3 cm* El volumen total para ambos ovarios fue de 5,1 + 2,6 cm® Con
relacion al peso, el ovario derecho presentd un peso de 2,3 +1,8g y del ovario izquierdo 2,2
+1,5 g. El peso total para ambos ovarios fue de 4,5 £ 3,3g. Al analizar los resultados es
posible observar que a pesar de que no existieron diferencias entre ambos ovarios, existieron
algunas diferencias entre las perras, las cuales pueden deberse a la cantidad de foliculos y
cuerpos luteos presentes.

Bustamante (1987), no obtuvo diferencias entre ovarios, reportando un volumen vy
peso de 2,3 cm®y 1,7 g en el caso del ovario derecho y 1,8 cm® y 1,0g en el ovario
izquierdo, con un volumen y peso total para ambos de 4,1 cm®y 2,16 g. Por otra parte Corti
(2003) reportd un peso de 2,19 para el ovario derecho y 1,9 g para el izquierdo, con un total de
3,9 g. Estos resultados arrojan un peso y volumen menor a los obtenidos en este trabajo, esto
podria deberse a las diferentes concentraciones de gonadotropinas presentes en los HAP.
También puede atribuirse al tipo de perras usadas, debido a que en este trabajo sélo se
utilizaron perras de tamafio y peso similar, mientras que en los otros estudios mencionados se
utilizaron perras de diferentes tamafios.

El nimero de foliculos y cuerpos lateos presentes en cada ovario no mostrd
diferencias. En el ovario derecho, el nimero de foliculos en promedio fue 3 £1,5, en el ovario
izquierdo 4 + 2,2. En promedio el numero total de foliculos fue de 7 + 1,8. En relacion a los
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cuerpos luteos, en el ovario derecho se encontraron 7 * 2,2 cuerpos lGteos y en el ovario
izquierdo 8 £ 2,8. En promedio el numero total de cuerpos ldteos fue de 14 + 4,5. A pesar de
que no existieron diferencias entre ovarios, si se presentaron algunas diferencias entre perras.
La perra 3 fue la que tuvo mejor respuesta al tratamiento presentando 23 cuerpos luteos,
mientras que las perras 2 y 4 se encontraron 11, estas diferencias pueden estar dadas por la
condicion corporal del animal, la edad, la experiencia previa, el estado de progresion del
anestro al inicio del tratamiento, estrés, etc.

El nimero de foliculos encontrados en este estudio fue similar a lo reportado por
Bustamante (1987) quien obtuvo un promedio de 3 foliculos en el ovario derecho y 3,3 en el
izquierdo, con un promedio de 6,3. Por otra parte el nimero de cuerpos l(teos encontrados en
este trabajo, fue menor a lo reportado por Bustamante (1987), quien reportd un promedio de
36 cuerpos luteos, 17 en el ovario derecho y 19 en el izquierdo. Corti (2003) reportd un
promedio de 19 + 7,5 cuerpos luteos, 9 en el ovario derecho y 10 en el ovario izquierdo. Estas
diferencias podrian explicarse por la diferente dosis de HAP utilizadas, ya que a una mayor
dosis se produciria mayor estimulacién ovarica y con ello mayor crecimiento folicular. Por
otra parte la menor cantidad de cuerpos lGteos reportados en este estudio, podria atribuirse, a
la baja condicién corporal en la que se encontraban las perras, lo cual repercutiria en la
respuesta al tratamiento.

6.3 CONCLUSIONES

La administracion de HAP en dosis de 10 mg por animal, en combinacion con hCG en
dosis unica de 1000 UI, fue eficaz en la induccion de estro y ovulacion, lo cual fue demostrado
a través de la signologia clinica y los cambios citoldgicos evidenciados por la citologia vaginal
seriada. Ademas se obtuvo una tasa ovulatoria satisfactoria y dentro de los parametros
normales para la especie.
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8. ANEXOS

ANEXO 1

Preparacion del Extracto Hipofisiaro Equino (HAP), descrito por Moore y Shelton
(1964).

1.- Recoleccion y congelacion de hipofisis equinas.

2.- Trituracion y homogenizacion de las hipofisis congeladas en una solucion de cloruro de
sodio al 2%, en proporcion de 4 ml. de solucion por gramo de hipofisis.

3.- Centrifugacion del homogenizado a 1500 rpm. por 20 min.

4.- El sobrenadante es filtrado a través de lana de vidrio y se determina de su volumen
(reservar).

5.- Resuspensiéon del residuo en cloruro de sodio y nueva centrifugacion.
6.- Filtracion del sobrenadante a través de lana de vidrio y determinacion de volumen.
7.- Eliminacion del residuo resultante.

8.- Adicion al sobrenadante de 4,2 volimenes de alcohol de 96° y mantencidn en reposo hasta
el dia siguiente a temperatura de refrigeracion.

9.- Filtracion a través de género en matraz Kitasato conectado a un sistema de vacio y
posterior lavado del precipitado obtenido, primero con alcohol de 96° y luego con éter.

10.- Secado del precipitado en campana de vidrio al vacio conteniendo en su interior silica gel.

11.- Remocion, pesaje y molido del precipitado y posterior almacenamiento a temperatura de
refrigeracion.

12.- Resuspension previo a su uso en agua destilada estéril o en suero fisiologico esteéril.

La efectividad del extracto hipofisiario (HAP) fue probada, previo a ser utilizado en las
perras, en ratones Rockefeller, facilitados por el Instituto de Inmunologia de la Universidad
Austral de Chile. Para este fin se utilizaron 6 hembras prepuberes de entre 20 y 23 dias de
edad, las cuales fueron a su vez, divididas en 3 grupos (de 2 hembras cada uno). Al primer
grupo se le utilizé como control, al segundo grupo se le inyecté 6mg de HAP intraperitoneal,



27

en 2 dosis de 3 mg cada 12 horas, y finalmente al tercer grupo se le inyectd una dosis Unica de
7,5 mg de HAP via IP. Una vez transcurridas 45 horas desde la primera inyeccién de HAP se
les inyectd a las hembras 5 Ul de HCG via IP y se juntaron con un macho adulto, mayor a 80
dias. A las 48 horas las hembras fueron sacrificadas para pesarlas y luego extraer Gtero y
ovarios para registrar el peso del tracto reproductivo y registrar las diferencias entre los 3
grupos.

Cuadro 1: Peso del animal (g), y peso de Utero/ovarios (mg), en las 2 hembras del grupo
control y en las 4 hembras tratadas con HAP, para probar su efectividad.

PESO X PESO
PESO ANIMAL UTERO/OVARIOS UTERO/OVARIOS

HAP (9) (mg) (mg)
18,5 36,2

Control 17,4 36,3 36,25
19,1 60,9

Grupo 1 (3mg x2) 19,8 71,8 66,35
19,8 92,8

Grupo 2 ( 7,5mg) 19,2 89,6 91,2

X: promedio

Con esto se comprobd la efectividad de la HAP preparada segun el método descrito por
Moore y Shelton (1964).



ANEXO 2

FICHA DE IDENTIFICACION

Nombre:

Raza:

Edad estimada:

Peso:

Condicién corporal:

Dias de administracion de HAP:
Dia de administracion de hCG:

SIGNOS CLINICOS:

PROESTRO
Presente ausente
Edema y tumefaccion vulvar
Descarga vulvar sanguinolenta
ESTRO
Presente ausente

Reduccién del edema y descarga
vulvar

Reflejo de inmovilidad
Desviacion de la cola
Monta a otras hembras del grupo

EVALUACION OVARICA:

OVARIO DERECHO OVARIO IZQUIERDO

Peso (g)

Tamario (Mm.)
Volumen (cm3)

N° de foliculos

N° de Cuerpos luteos
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ANEXO 3

Cuadro 2: Porcentaje de células superficiales, obtenido mediante citologia vaginal,
durante 14 dias, en las 6 perras tratadas con 10 mg de HAP durante 10 dias consecutivos.

% Ceélulas Superficiales

Dias PerraN°1 PerraN°2 PerraN°3 PerraN°4 PerraN°5 PerraN° 6

0 5 0 10 5 10 8
2 10 13 30 10 15 10
4 42 30 45 20 45 20
6 50 45 55 40 60 35
8 80 50 80 50 70 40
10 95 75 100 60 95 60
12 100 90 100 75 95 95

14 100 100 100 100 100 100
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Línea
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