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I. RESUMEN

El objetivo de este estudio fue realizar un diagnéstico de gestacion por medio
de un ensayo inmunoenzimatico en perras, midiendo su eficacia de éste por medio
de comparaciones a 22, 25 y 28 dias de gestacion.

Se utilizaron 15 hembras caninas de diferentes razas y edades, con
antecedentes de al menos un parto y clinicamente sanas.

El periodo experimental abarco los meses de octubre 2001 a febrero de 2002. A
cada hembra se le tomaron muestras sanguineas de la vena cefalica a los 22, 25 y
28 dias de gestacion, contando a partir de la ultima monta.

Las muestras fueron obtenidas con tubos de ensaye heparinizados los cuales
se trasportaban en hieleras con refrigerantes y se procesaban en no mas de 4
horas de obtenida la muestra.

El diagnéstico de gestacion se realizé con un ensayo inmunoenzimatico, el cual
detecto la presencia de relaxina en sangre, de esta manera fueron identificadas las
gestaciones, pseudogestaciones y no gestacion.

Se pudo evaluar este método de diagnostico, asi como su eficacia a partir de
los porcentajes de efectividad a los 22, 25 y 28 dias de gestacion. Teniendo un
porcentaje de eficacia a los 22 dias de 53.3%, a los 25 dias de 66.6% y a los 28
dias un porcentaje de 93.3% de efectividad.

El diagnéstico se corroboré con una prueba radiografica a los 42 dias de

gestacion o en su caso con el parto.




Il. INTRODUCCION

El diagnéstico de gestacion en las especies domésticas tiene como objetivo
principal determinar con la mayor brevedad posible si la hembra quedd o no
gestante en su ultimo servicio, ya que al saber si no esta gestante esta hembra, se
podran tomar las medidas necesarias a fin de que el siguiente ciclo reciba un
servicio efectivo, de esta manera se evita el alargar el periodo de dias abiertos que
redunda en una pérdida econdmica para el productor por tener animales
improductivos en su explotacion. En la perra, sin embargo, la situacion difiere en
cuanto a que el determinar la no-gestacion de la hembra, no permitira proporcionar
un servicio inmediato, puesto que en esta especie puede transcurrir desde cinco
hasta nueve meses para que ocurra el siguiente ciclo (Esquivel y Rivera., 2001).

La razon para hacer el diagnéstico de gestacion en esta especie en particular,
obedece a razones de manejo como es el evitar el gasto extra que significa
proporcionar alimentacion especial a hembras supuestamente gestantes, asi
mismo permitira la optimizacion en el uso del area de parideros (Esquivel y
Paramo, 2001a)

Otras ventajas son que en el supuesto caso de un brote infeccioso se podran
aplicar los tratamientos pertinentes, lo que no puede hacerse cuando una perra
esta gestante ya que algunos de los farmacos producen alteraciones teratogénicas
(Rivera y Esquivel, 2001).

También es posible acortar el tiempo que se necesita para conocer la posible
fertilidad o infertilidad de los machos para decidir si un macho se sigue utilizando o
evitar utilizarlo (Esquivel y Paramo, 2001b)




2.1 Métodos para el Diagnostico de Gestacion en la Perra.

2.1.1 Palpacion abdominal.

Se puede realizar a partir de los 25 dias de gestaciéon pero su principal
desventaja es que el operador requiere de cierta pericia ademas de que la
rigidez del abdomen de algunas perras obesas no permite detectar al (los)
producto(s) con facilidad, y por lo tanto, el palpador puede confundir estructuras
fetales con excremento y es dificil identificar el nimero de cachorros (Root-
Kustritz,1999; Esquivel y Paramo, 2001a).

2.1.2 Radiografia.

Se puede realizar a partir de los 40 dias de gestaciéon que es cuando ocurre
la mineralizacion de las estructuras fetales, aunque se sugiere realizar este
estudio en el dia 50 para evitar errores de interpretacion, esta técnica, tiene la
desventaja que el diagnostico se debe hacer en el Ultimo tercio de la gestacion
ya que de no ser asi, puede suceder que los productos no se aprecien en la
placa y pudiendo tener efectos teratogénicos (Esquivel y Paramo, 2001b).

2.1.3 Ultrasonido.

La ultrasonografia, es una técnica reciente, segura, facil y rapida, que
aporta informacion al médico acerca de su paciente, y lo ayuda a llegar mas
facilmente a un diagnéstico preciso encontrandose ampliamente difundido en
medicina humana, sobre todo en las areas de ginecologia y obstetricia. En
Medicina Veterinaria su empleo se ha dirigido basicamente a investigacion, por
ejemplo, en estudios anatémicos, como la biometria ocular en caninos. Su
aplicacion en ginecologia y obstetricia veterinaria se esta investigando con
mucho éxito en especies domesticas y en especies silvestres en cautiverio
como cabras monteses ciervos y dingos. En el caso de la perra doméstica, la
ultrasonografia puede ser de gran ayuda ya que permite establecer un
diagnostico temprano y confiable de gestacion evitando al duefio el gasto extra
por concepto de alimentacion especial a hembras supuestamente gestantes. Se
puede realizar a partir de los 18 dias de gestacion, teniendo mas precision si se

realiza a los 30 dias después de la Ultima monta. Es una técnica totalmente




inofensiva para la perra y para los productos, ademas, permite observar la
viabilidad fetal e incluso calcular la edad gestacional (Concannon et al.,1989;
Esquivel y Rivera, 2001).

2.1.4 Niveles de fibrinogeno en sangre.

Otra de las técnicas utilizadas en la Medicina Veterinaria para el diagnéstico
de gestacion en perras es la determinacion de niveles de fibrinogeno en sangre,
ya que los niveles de fibrinogeno aumentan después de la implantacion por la
produccién elevada en placenta, pudiendo medirse el dia 19 de gestacion,
siendo esta una técnica de un valor economico elevado por su dificil

determinacion en laboratorio (Concannon et al., 2000).

2.1.5 Niveles de relaxina en sangre.

A 22 dias después de la ultima monta se elevan los niveles de relaxina y
solamente es caracteristico de la especie de los caninos, por lo tanto se pude
identificar la presencia de esta hormona por medio de la técnica de ensayo
inmunoenzimatico, siendo esta una técnica confiable y barata (ReproCHEK,
Synbiotics USA, 2002).




2.2 Justificacion.

Tener un diagnoéstico de gestacion seguro y confiable permitird predecir el
momento del parto sobre todo para realizar una correcta planeacion en
instalaciones, alimento, detectar algunas entidades patologicas que pueden ser
atendidas a la brevedad y para evitar involucrar la vida de la perra como de los
productos.

Por todas estas razones se pondra un especial énfasis en evaluar éste nuevo
ensayo inmunoenzimatico para el diagnostico de gestacion.

2.3 Objetivo.
El objetivo primordial del presente trabajo, es el de realizar un diagnéstico de
gestacion con una técnica confiable, rapida e inocua para la perra.
Se evaluara el ensayo inmunoenzimatico a 22, 25 y 28 dias después de la

Gltima monta.

2.4 Hipotesis.

La presencia de relaxina en sangre debera detectarse a partir del dia 22 de
gestacion después de la ultima monta, utilizando la técnica de ensayo
inmunoenzimatico. Ya que por lo general, la implantacion sucede a partir del dia 22
en la perra, comenzando a elevar los niveles de relaxina en sangre.




Ill. REVISION BIBLIOGRAFICA.

3.1 Introduccion.

El diagnostico de gestacion por medio del ensayo inmunoenzimético
comercial que detecta la presencia de relaxina en sangre se comenz6 a utilizar en
el afio 2001. El kit de pruebas para determinar la gestacién en caninos utiliza
anticuerpos altamente purificados y especificos para detectar la presencia de la
hormona relaxina en sangre completa o en plasma, la presencia de cantidades
detectables de relaxina (8 ng/ml) indica gestacion (Buff et al., 2001).

Buff et al. (2001) demuestran que esta forma de diagnéstico es altamente
confiable en la determinacion de éxitos o fallas de un apareamiento planeado o a
una monta accidental. Esta prueba puede ser utilizada para detectar descensos
inesperados en los niveles de relaxina que nos indica que hubo un reabsorcion
embrionaria. Steinetz et al. (1990a) confirma que la relaxina comienza ha
producirse cuando hay implantacién de un huevo fértil, esto generalmente ocurre
del dia 26 al 31 después del pico preovulatorio de LH, menciona que hay variacion
biologica, tales como el tiempo de maduracion del huevo y el tiempo de
fertilizacion.

Esquivel y Paramo (2001a) mencionan que el periodo fértil en los caninos es
comunmente de 4 a 7 dias después del pico preovulatorio de LH, a causa de
variadas estrategias de cruzamiento y diferentes métodos de conteo usados para
determinar las fechas de parto, puede haber una confusion, es mejor el utilizar
como punto de referencia la fecha de la monta, Esquivel y Paramo (2001a)
comentan “Estas fechas pueden y no corresponder al periodo fértil o al ciclo estral
de la perra y al dia que ocurrio la fertilizacion” en general si la perra fue cruzada en
el tiempo apropiado en su ciclo estral, la prefiez puede ser determinada de 22 a 27
dias después de la cruza, que es de 26 a 31 dias después del pico preovulatorio de
LH (Tsutsui,1989).



Ovulacién Periodo fértil Implantacién

-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 22 27
I | T 1 N N A
| ¢ T NN T
Oleada de
LH Dias después Concentraciones de relaxina
de la cruza son detectables en estos dias

después de la implantacion.

Fig.3.1.

Figura 3.1. El dia de la ultima monta es indicado como dia 0, asumiendo que la
fertilizacion ocurre en el dia de la ultima monta, la implantacion del huevo fertilizado
y el incremento de relaxina en niveles detectables es en los dias 22 a 27 después

de la ultima monta (Steinetz et al., 1990c).



Concannon et al. (2000) menciona que la gestacion es posible en las primeras
cruzas debido a que las células espermaticas sobreviven por un periodo de 24 a
48 hrs. en el Utero.

El ensayo inmunoenzimatico estd compuesto de microceldillas, estas estan
cubiertas con anticuerpos policlonales antirelaxina. Un segundo anticuerpo
altamente especifico a la relaxina es adicionado con la enzima peroxidasa (HRP),
por lo cual, la muestra debe ser probada dentro de la celdilla. La relaxina presente
en la muestra se une a la celdilla con el conjugado de HRP-anticuerpos. Se le
adiciona un sustrato cromogénico, el cual forma una reaccion, tinendo de color azul
en caso de gestacion (ReproCHEK, Synbiotics USA, 2002; Sunn et al., 2002).

Para tener una idea mas clara de la funciéon de esta hormona es factible hacer

una revision desde el ciclo estral hasta la endocrinologia de la gestacion.

3.2 Eventos Reproductivos del Ciclo Estral.

3.2.1 Etapas del ciclo

Esquivel y Paramo (2001b) clasifican a la perra como un animal monoéstrico
estacional que puede presentar de uno a tres ciclos estrales en un afio con un
intervalo de tres a nueve meses, dividiendo el ciclo en cuatro fases:

Anestro: Tiene una duracion de tres a nueve meses, sin evidencia clinica de
actividad ovarica.

Proestro: Su duracion es de tres a 20 dias y se caracteriza por el incremento
de las concentraciones sanguineas de estrogenos lo que provoca los signos
clinicos como la atraccién de los machos, aumento en el tamafio de la vulva y
regién perineal y una descarga sanguinolenta originada en el Gtero por diapédesis.

Estro: Su duracion es de tres a 20 dias y se caracteriza por un
comportamiento de receptividad sexual provocado por un decremento en el nivel de
estrégenos y un aumento en los niveles de LH. En este periodo, la perra puede
seguir presentando descarga sanguinolenta por la vulva.

Diestro: Su duracion es de 63 dias en la perra gestante y hasta 100 dias en

la perra no gestante.




3.2.2 Pico preovulatorio de LH.

El cambio de comportamiento de la perra hacia la receptividad sexual no
siempre coincide con el pico preovulatorio de LH, por lo tanto, no coincide con el
inicio del periodo fértil (estro). De tal manera, que en términos endocrinos, el
periodo fértil inicia cuando los estrogenos disminuyen y el pico de LH aparece, que
resulta dificil de detectar dando como resultado la constante confusion de creer
que la fertilidad inicia cuando la perra acepta la monta que como se dijo
anteriormente, no siempre ocurre; por lo tanto, se debe implementar otras
alternativas como la citologia vaginal exfoliativa o la vaginocopia para detectar el
momento Optimo para realizar la monta o la inseminacion artificial (James, 1991;
Concannon et al., 2000).

Esquivel y Paramo (2001a) mencionan que el incremento de LH produce un
répido crecimiento y maduraciéon de los foliculos provocando ovulacion (36 a 50
horas después), ademas de producir una transformacién de las células productoras
de estrégenos (foliculos de 3 a 4 mm) en células productoras de progesterona
(cuerpo luteo de 8 a 9 mm). Este fendmeno marca la transicioén de la fase folicular a
la fase lutea y tiene una duracion de uno a tres dias.

En la mayoria de los ciclos estrales, el pico de LH se presenta en el dia de la
transicion de proestro a estro, sin embargo, en algunos ciclos estrales el principio
del estro y la primer copula puede ocurrir dos a tres dias antes del pico de LH e
incluso hasta cuatro a cinco dias antes (Concannon,1993). Situacion que no
garantiza una gestacién cuando la perra ha recibido una sola monta, por lo que es
muy importante programar el nUmero suficientes de montas para garantizar el éxito

de las mismas (Esquivel y Paramo, 2001b).

3.2.3 Fertilizacion.

La fertilizacion se lleva a cabo en la ampula del oviducto. Para que la
fertilizacion se realice es necesario que el 6vulo sea maduro (ovocito secundario)
situacién que en la perra no es inmediata, ya que esta especie, évula en estadio de
ovocito primario y aproximadamente 108 horas después, alcanza su segunda
division meidtica para convertirse en un ovocito secundario. Este es un buen
argumento para decidir que la perra debera de aparearse mas de una vez (Tsutsui,
1989).



Los embriones permanecen en el oviducto de seis a 12 dias, tiempo en el que
alcanzan el estadio de desarrollo conocido como moérula tardia (32 células) o
blastocito temprano (64 células) para posteriormente llegar al Utero. En el Gtero
los embriones permanecen flotando en el cuerpo ipsolateral al oviducto en el que
ocurrié la fertilizacion. Se alimenta del material nutritivo contenido en el saco
vitelino de las propias reservas del dvulo presentes antes de la fertilizacion y de las
secreciones uterinas, conocida como leche uterina o histotrofe, todo este fenémeno
toma aproximadamente seis dias y se ha detectado que los blastocitos crecen en
este tiempo de 0.3 hasta 2 mm para implantarse posteriormente, lo cual se
presenta 17 a 21 dias después de la fecundacion (Tsutsui, 1989; Zarco, 1993;
Sunder y Lenton, 2000).

Montas forzadas realizadas dos dias antes del pico de LH rara vez son fértiles,
sin embargo, cuando la perra queda gestante la duracion de esta gestacion
generalmente es mas larga (68 dias) lo cual en ocasiones confunde a los
propietarios de perras por lo que la recomendacion es detectar oportunamente el
periodo fértil, programar el niumero adecuado de montas y empezar a contar la

gestacion a partir de la ultima monta (Concannon, 1993).

3.2.4 Formacién del cuerpo luteo.

La formacion del cuerpo lGteo se inicia con cambios morfolégicos y bioquimicos
de las células de la teca interna y de las células de la granulosa del foliculo
preovulatorio. En la perra, estos cambios se presentan al final del proestro (Root-
Kustritz,1999).

Basicamente, el cuerpo lUteo se deriva de las células de la teca y la granulosa
las cuales son productoras de esteroides foliculares. Estas células se transforman
en dos distintos tipos celulares (chicas y grandes) las células chicas son células de
la teca interna luteinizada, se les conoce como células tipo | o células |. Por otro
lado, las células grandes son las células de la granulosa luteinizadas y se les
conoce como células tipo Il o células Il (Tsutsui,1989).

Ultraestructuralmente, las células grandes contienen una gran cantidad de
mitocondrias, abundante reticulo endoplasmico liso y un gran numero de granulos
de secrecion (Concannon et al., 1989). Por otro lado, la apariencia de las células

chicas es distinta ya que contiene un nimero moderado de mitocondrias, escaso




reticulo endoplasmico liso, carecen de granulos de secrecion y contiene numerosas
gotas de lipidos las cuales no han sido observadas en las células grandes (Sunder
y Lenton, 2000).

La produccion de progesterona (80%) es por parte de las células grandes del
cuerpo luteo las cuales contienen poca cantidad de receptores para LH en
comparacion con las células chicas, las cuales contienen la mayoria de los
receptores para LH. Asi mismo, las células grandes contienen la mayoria de los
receptores para PGF2a (Steinetz et al., 1990b).

Diversos estudios realizados en ovejas han informado que la relaciéon entre las
células grandes y células chicas es el factor mas importante para entender la
regulacion en la secrecion de progesterona y la destruccion del cuerpo liteo;
desafortunadamente, en el caso del cuerpo liteo de la perra no se han realizado
estudios que permitan comprender estos fenomenos aunque se sabe que en los
carnivoros el cuerpo lGteo presentan diferencia en el tamafio celular (Concannon,
1993).

3.2.5. Reconocimiento materno de la gestacion.

Este fenomeno se presenta en la hembra después de la fertilizacion. Como es
sabido, las hembras clasificadas como poliestricas continuas presentan ciclos
estrales en forma constante pero, cuando estéan gestantes, aparecen una serie de
eventos para que el proximo ciclo no se inicie, por lo que al conjuntos de estos
eventos se les conoce como reconocimiento materno de la gestacidbn que
basicamente esta encaminado a evitar la destruccién del cuerpo lGteo, es decir, la
presencia de esta estructura y la produccion de progesterona es necesaria para el
mantenimiento de la gestacién, si la hembra no quedd gestante, entonces el
cuerpo lateo se destruye, los niveles séricos de progesterona disminuyen, se
produce una retroalimentacion negativa hacia el hipotalamo que lo estimula para
producir hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) y se presenta el arranque
de un nuevo ciclo estral (Esquivel y Paramo, 2001a).

Concannon et al. (1989) enumeran una serie de factores por los cuales
aseguran que en la perra no existe un mecanismo de reconocimiento de la
gestacion los cuales son:

A) No es una especie continua ya que presenta una etapa de anestro que

puede durar de tres a nueve meses.
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B) El cuerpo luteo permanece sin importar si existe o no la gestacion, de tal
forma, que la perra estara bajo la influencia de progesterona durante 63 dias
si quedo gestante y hasta 100 dias si quedo vacia.

C) El embrion canino, no produce ninguna sefial quimica que sirva como
mensaje para evitar la destruccién del cuerpo lateo.

D) La instruccion para la formacién de la placenta esta dada por intervencion
del codigo genético del embrion y no por instruccion del Utero como sucede
en otras especies.

E) El mecanismo de lutedlisis por medio de prostaglandina en la perra, al
parecer solo se presenta en el momento del parto pero todavia hay duda en

la comunidad internacional.

3.2.6. Implantacién.

La placenta de |la perra desde el punto de vista histologico, se clasifica como
endotelocorial. Esta forma se presenta en carnivoros (perros y gatos), se constituye
de 4 capas histologicas, el epitelio endometrial se pierde, asi como el tejido
conectivo uterino, por lo que, el coridn se pone en contacto directo con el endotelio
de los vasos sanguineos maternos (Zarco, 1993; Sunder y Lenton, 2000).

Por su morfologia se clasifica en zonal, el coriéon se recubre de vellosidades
formando una banda en la zona media del saco corionico; esta banda mide de 2.5
a7 cm. La placenta de acuerdo a la posicién que el embridn ocupa con respecto a
las paredes del Utero en la perra es central, el feto ocupara durante la gestacion la
cavidad natural del lumen uterino (Esquivel et al.,2001a).

Segun Concannon et al. (1989) en esta especie la implantacion de los
embriones es de 17 a 21 dias después de la fecundacion y ocupan ambos cuernos
uterinos sin importar el ovario del que proceden. El Utero presenta sitios de
implantacion aproximadamente de 1 cm de diametro caracterizados por ser zonas
de inflamacion que presentan edema (decidua).

Los blastocitos se elongan debido a una hiperplasia del trofoblasto con el
proposito de ser inmovilizados dentro del Utero para después establecer la
conexion con la madre a través de la placenta. Otra caracteristica de la placenta es
que el sincitiotrofoblasto estimula en el endometrio el desarrollo de hematomas que

contienen sangre materna de la cual las sustancias nutritivas y algunos minerales
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como el hierro, pasaran al embrion a través del corddon umbilical (Sunder y Lenton,
2000).

Con base a la clasificacion de la placenta, es importante decir que durante el
parto, el cachorro puede ser expulsado simultineamente con sus respectivas
membranas o en ocasiones separados de ellas y solo unido a éstas por medio del
corddon umbilical, lo que significa, que la retencién placentaria en los canidos es
poco frecuente e incluso en el parto solo se habla de dos etapas y no de tres como
en otras especies (Concannon et al.,1989).

Existe duda de que la placenta de la perra produzca progesterona como en el
caso de la vaca y la oveja de tal forma que se considera que el aporte
progestacional es principalmente de origen ovarico (Esquivel et al., 2001a).

3.2.7 Endocrinologia de la gestacion

La reproduccion es controlada por la accion del eje del hipotalamo-hipéfisis-
ovario, relacion conocida como componente del control general de la reproduccion.
De estos drganos, el papel que juega la hipéfisis en el mantenimiento del cuerpo
luteo y de la gestacion no es muy claro en los caninos, ya que se ha detectado que
la cantidad de la hormona luteinizante (LH) durante la parte final del estro, la
primera mitad de la gestacion y los primeros 30 dias de la etapa de diestro, ésta
glicoproteina permanece baja y es hasta después del dia 30 del diestro 0 en la
primera mitad de la gestacion cuando se detecta un incremento en su nivel sérico
(Song et al., 2001a).

Esquivel y Paramo (2001a) comenta que existe evidencia de que la LH y la
prolactina son necesarias tanto para mantener el cuerpo lateo del diestro como
para la gestacion, ya que, si la hipofisis es retirada en cualquier momento del
diestro o de la gestacion, el cuerpo luteo se destruye y por lo tanto la gestacion
termina.

La hormona foliculo estimulante (FSH), se incrementa en la parte final de la
segunda mitad de la gestacion, evento que se ha relacionado con el incremento en
el nivel de estrégenos que aparece ligeramente aumentado (20 pg/mL) con
respecto a su nivel basal (5 a 15 pg/mL) en este tiempo. Al parecer esta secrecion
de estrogenos sirve para promover el desarrollo mamario y quizas ayudar a la

relajacion del cerviz durante el parto (Hsu et al., 2002).



Se ha encontrado evidencia en algunos estudios sobre variaciones en los
niveles de hormonas tiroideas y cortisol, los cuales al parecer dependen del estado
en el que esté la perra, por ejemplo, la estimulacion con hormona
adrenocorticotrépica (ACTH) produce variaciones en el nivel de cortisol
dependiendo de la etapa reproductiva como son: el proestro, anestro, diestro y la
gestacion sin llegar a una explicacion completa de estos fenomenos (Steinetz et al.,
1990a).

Una hormona que sé a comenzado ha estudiar recientemente es la relaxina,
por lo que es necesario mencionar su comportamiento dentro de la hembra
gestante.

3.2.8 Hormona relaxina

Algunas investigaciones han confirmado que los aumentos de la relaxina en
sangre obedecen a la implantacion de un huevo fertilizado. La relaxina es una
hormona polipeptidica, la cual ha sido detectada en el ovario, Utero y placenta de
los mamiferos (Steinetz et al., 1990b; Stewart et al., 1992; Boockfor et al., 2001).

El DNA de la relaxina canina consiste en 534 pares de bases codificadas en
una proteina de 177 aminoacidos con un péptido de 25 aminoacidos, un dominio B
de 35 aminoacidos, un dominio C de 93 aminoacidos y un dominio A de 24
aminoacidos. La relaxina es una hormona importante para el crecimiento y la
remodelacion de tejidos reproductores y otros ligados a la gestacion (Stewart et al,,
1992; Dschietzig et al., 2001; Song et al., 2001a).

La bioactividad de la relaxina se descubrié en placentas y ovarios, por lo tanto
esta informacion nos da una evidencia de que estos 6rganos son una fuente dual
de produccion de esta hormona en la perra gestante (Klonisch y Hombach-
Klonisch, 1999; Bjorklund et al., 2000).

El sitio exacto de la produccion de relaxina en la perra es en los
sincitiotrofoblastos de la placenta canina. Los niveles de relaxina comienzan a
aumentar desde el dia 22 alcanzando su pico maximo en la semana 8 de
gestacion, por lo tanto es una manera bastante confiable de hacer un diagnostico
preciso (Peters, 1999, Osman, 2000; Gerson et al., 2001).

Se han encontrado las concentraciones mas altas de relaxina en los tejidos
de la placenta, estos hallazgos indican que la fuente principal de relaxina en la
perra es la placenta. Por lo tanto, teniendo presencia de relaxina en sangre se
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puede diferenciar de una seudogestacion (Tsutsui Y Stewart, 1991; Bullesbach et

al., 1999, Plesnera y Kuznetsova, 2000).
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Fig. 3.2. Niveles de relaxina durante la gestacion de la perra (Steinetz, 1989).
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Material.
1) 45 tubos de ensaye con tapa.
2) Un frasco de heparina con 5 ml con 5000 Ul/ml.

3) 45 jeringas de 3 ml con agujas del N.22

5) Alcohol.
6) Cronometro.

)
)
4) 2 litros de agua destilada.
)
)
7)

Rollo de toallas de papel.

4.2 Animales.
Se utilizaron 15 hembras caninas de diferentes razas, diferentes edades, que

hubieran tenido una gestacion y un parto anterior a estudio.

4.3 Ensayo inmunoenzimatico (Test Reprochek)
a) 60 celdillas que contienen anticuerpos policlonales antirelaxina.
b) Recipiente A contiene anticuerpos altamente especificos a la relaxina.
c) Recipiente B contiene enzima peroxidasa.
d) Recipiente C Control negativo.
e) Recipiente D control positivo.
f) Recipiente F contiene un sustrato cromogénico.

g) Recipiente de agua bidestilada.

4.4 Métodos.

Se llevo un control de las 15 perras, las cuales como requisito para realizar el
estudio, era que hubieran presentado un parto anterior al estudio, se les formulo
un cuestionario el cual consistia en los siguientes puntos:

1) Nombre del propietario.

2) Direccion.

3) Teléfono.

4) Nombre de la perra.

- e



5
6
7
8

9) Fecha del celo anterior.

) Edad.
) Peso.
) Raza.
)

¢, Cuantas veces se ha servido?

10) ¢ Se apareo?

11) Cuando comenzo este celo.

12) ¢ Se apareo por primera vez?

13) ¢ La ultima monta?

14) Fecha para la primera prueba (22 dias).
Fecha para la segunda prueba (25 dias).

17) Fecha para diagnostico con radiografia.
1
1

)
5)
16) Fecha para la tercera prueba (28 dias).
)
8) Fecha del parto.

9)

Firma del asesor.

Se les tomaron muestras a todas las perras a los 22, 25 y 28 dias después de
la ultima monta.

A los tubos de ensaye se les adicioné .2ml de heparina 1000 Ul como
anticoagulante recomendado para esta prueba. Se obtuvo 1ml de sangre por
muestra de la vena cefalica.

Estas muestras fueron transportadas en hieleras con refrigerantes de gel, al
laboratorio.

4.5 Descripcion de la Técnica del Ensayo inmunoenzimatico (Test
ReproCHEK).
1) Se calcularon el nimero de celdas requeridas para las muestras, con dos
mas para el control.
2) Se les adicion6é a las celdas destinadas para las muestras una gota del
recipiente A (anticuerpos altamente especificos a la relaxina) y una gota del
recipiente B (enzima peroxidasa).
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3) A las celdas destinadas al control negativo se les adicion6 una gota del
recipiente C (control negativo) y una gota del recipiente D (control positivo)
al control positivo.

4) A continuacion a las celdas para la muestras se les adiciono 2 gotas de
sangre.

5) Se tomo el tiempo de 10 minutos para la incubacion.

6) Pasado este tiempo de 10 minutos se dio un lavado vigoroso con el agua
bidestilada, asegurando de no dejar residuos de sangre.

7) Después del lavado se le adicion6 tres gotas del recipiente F (sustrato
cromogeénico) por celda , posteriormente se tomd un tiempo de 5 minutos
para realizar la lectura

8) La interpretacion de los resultados es la siguiente:

a) Control negativo: Da como resultado un color claro o un azul bajo.
b) Control positivo: Da un azul intenso.
¢) Muestras positivas: Da un azul bastante intenso.
d) Muestra negativa: Da un azul claro o una celda sin color.
Este diagnoéstico se corrobor6 con un diagnéstico de gestacién por medio de

radiografia a los 42 dias después de la ultima monta o en su caso hasta el parto.
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Los

resultados obtenidos al

V. RESULTADOS.

inmunoenzimatico fue el siguiente:

realizar

la prueba del ensayo

# de Perra| 22 dias 25 dias 28 dias Dx de apoyo
No 1 + + + Parto
No 2 - + + Parto
No 3 5 + + Radiografia +
No 4 + + + Parto
No 5 + + + Parto
No 6 - - - Radiografia +
No 7 + + ¥ Radiografia +
No 8 ’ - . No hubo gestaciéon
No 9 - - - No hubo gestacion
No 10 - - - No hubo gestacion
No 11 = ES + Parto
No 12 - - + Radiografia +
No 13 = - + Ovariohisterectomia+®
No 14 - - + Radiografia +
No 15 - - + Radiografia +

+ Positivo a la prueba.

= Negativo a la prueba.
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Fig. 5.1.

Resultados en porcentaje de efectividad de acuerdo a los dias en que se realiza

el diagnostico de gestacion por medio de un ensayo inmunoenzimatico para
determinar la presencia de relaxina en sangre.
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a) En el diagnostico a 22 dias se observaron 7 aciertos teniendo un

porcentaje de efectividad de 46.6%.

b) A 25 dias hubo 10 aciertos con 66.6% de efectividad.

c) A los 28 dias un total de 14 hembras de 15 se diagnosticaron
acertadamente, teniendo un porcentaje de 93.3% de efectividad.

Cabe mencionar que se realizd en 6 perras un diagnéstico de gestacion por
medio de radiografia ya que tiene un porcentaje de efectividad de 100% a 45 dias
de gestacion. En 5 perras se confirmo el diagnéstico con el parto, en 3 perras no
hubo gestacion y en una perra el diagnéstico se confirm6 al realizarle
overiohisterectomia encontrandose ésta en etapa de gestacion.

En la perra numero 6 hubo un resultado negativo de las tres pruebas, en el
diagnostico por placa radiografica dio positivo a gestacion y pariendo un solo

cachorro.
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VI. CONCLUSIONES.

Esta técnica de diagnostico es lo suficientemente confiable para realizar un
acertado diagnostico de gestacion. Teniendo en cuenta la facilidad para realizarla y
la rapidez del resultado hacen de esta prueba una opcién confiable para realizar un
diagnostico de gestacion.

El porcentaje mayor de efectividad se logro entre los dias 25 y 28 después de la
ultima monta, siendo estos dias un punto de referencia para realizar la prueba.

VIl. RECOMENDACIONES

Con base a este estudio, se observo que era dificil determinar si la gestacion
comienza a contar en el primer dia de monta de la perra o en el Ultimo, seria una
buena opcion el determinar el momento de la ovulaciéon por medio de la medicion
de niveles de LH en sangre e identificando el momento de pico preovulatorio de LH,
pudiendo de esta manera, saber el momento optimo para realizar el apareamiento
y de esta manera tener una nocion mas exacta de los dias de gestacion, por lo
tanto, el momento de realizar la prueba y programar la fecha probable del parto.

Se recomienda ésta prueba para ser utilizada en la clinica de pequefias
especies, ya que es confiable, rapida y segura para el paciente. Ademas de su gran

utilidad para el diagnostico de una seudogestacion.
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