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RESUMEN

Con base en meras especulaciones dentro del campo clinico, con respecto a la
funcionalidad de pruebas hormonales de ELISA de uso humano; se realiza el
presente trabajo para determinar su funcionalidad o disfuncionalidad con base
cientifica; para ello se muestrearon 10 perras con signos de proestro-estro, a las
cuales se les practico citologia vaginal para determinar el momento Optimo de
muestreo seérico y de orina para detectar LH, una vez que la citologia mostro
células escamosas se procedidé a identificar el pico de LH en suero sanguineo,
obteniendo los siguientes resultados el 40% de las perras mostro el pico de LH en
suero en la primera prueba, el 30% mostro el pico de LH en la segunda prueba y
el 30% restante no mostro pico de LH al no seguir el muestreo correspondiente; de
éste 30% el 20% solo se muestre6 una vez sin mostrar pico de LH, y 10% (un
individuo) se muestreo 2 veces sin mostrar pico, excluyendo el 30% que no
continuo con el experimento, al resto de los individuos (70%) una vez que
mostraron el pico preovulatorio de LH en suero se procedié a tomar muestra de
orina para realizar la prueba de uso humano y detectar LH en orina, los resultados
fueron completamente negativos, por tanto las pruebas comerciales ELISA para
determinar LH en orina de humano, tiene una funcionalidad nula para detectar el

pico de LH en orina de perra.

Palabras clave: Estrégenos, LH, pruebas inmunocromatograficas, estro, perras.



I. INTRODUCCION

Al igual que en otras especies la importancia de la reproduccion en caninos radica
en el éxito de la concepcién, para ello es imprescindible conocer los parametros
reproductivos caninos, ademas de los mejores y mas actuales métodos para

detectar la ovulacion.

Existen numerosos métodos para detectar la ovulacion, entre ellos, la citologia
vaginal, la cual basa su funcionalidad en la respuesta a los estrégenos los cuales
producen engrosamiento y descamacion de la pared vaginal y cambios especificos
en la morfologia de las células vaginales de acuerdo a la etapa del ciclo estral; la
vaginoscopia, que se basa en el mismo principio de la citologia vaginal al observar
cambios morfolégicos en respuesta a las hormonas; el ultrasonido, con el que se
monitorea la imagen del ovario y su ciclo folicular hasta la liberacion de los 6vulos,
lo cual es detectable por ultrasonido; pruebas hormonales, que detectan
gonadotropina corionica, progesterona y hormona luteinizante, como la prueba
inmunoenzimatica ligada a enzimas, con diferentes variables para su uso en la

clinica, entre ellos la inmunocromatografia o prueba de inmuno-migracién rapida.

Estos paquetes de diagndéstico han tomado una gran importancia tanto en clinica
como entre los grandes criadores y expositores de perros, a pesar de su alto
costo. Podria ser este factor costo-beneficio lo que ha dado lugar a
especulaciones en dichas areas, acerca de paquetes comerciales especificos de
otras especies (humanos) y su funcionalidad en perros; lo que reduce
considerablemente los costos en un supuesto “manejo reproductivo” obviamente
sin ninguna base cientifica. Con base en esto se realiza una breve revision y
experimento de dichos mecanismos que permitira conocer el momento 6ptimo de
ovulacion, y por lo tanto, el correcto manejo reproductivo de las hembras caninas
en la fase reproductiva de estro utilizando una prueba de deteccion de LH de uso

humano y una prueba de uso canino.



ll. REVISION DE LA LITERATURA

2.1. Anatomiareproductiva de la perra

Figura 1. Organos reproductivos de la hembra canina (FCM, 2011).

Ovarios. Son organos pares, se localizan en posicion caudal a los rifiones, estan
cubiertos por la bolsa ovarica formada a partir del peritoneo; la irrigacion

sanguinea corre a cargo de los vasos ovaricos y uterinos (Boother, 2014).

Trompas uterinas (oviductos). Anatdbmicamente, el oviducto estd compuesto de
cuatro segmentos (infundibulo, ampolla, istmo, y unién Utero-tubarica).
Histologicamente esta constituido de la siguiente manera, puede ser dividido en
tres capas, la membrana luminal mucosa, las capas musculares lisas, y la serosa.
El oviducto es de gran importancia en la reproduccién, proporciona un medio
ambiente adecuado para recoger los ovocitos y su maduracion, captacion
transporte y almacenamiento de esperma, ademas de fertilizacién y desarrollo
embrionario temprano (Urhausen et al., 2011). Ademas en el oviducto se produce
superéxido dismutasa en la etapa de celo el cual es capaz de mantener o mejorar
la calidad del esperma o la fertilidad masculina a través de la proteccion contra el
estrés oxidativo (Kobayashi et al., 2014).



Utero. Consta de cuello (cérvix), cuerpo y dos cuernos. Su tamafio varia segun la

edad, raza, talla del animal y la fase del ciclo estral (Boother, 2014).

Cérvix. El cuello del atero se compone principalmente de tejido conectivo y
musculo liso, apoyado por la matriz extracelular. El cuello uterino tiene un papel
crucial durante el ciclo reproductivo, la consistencia del cuello uterino varia en
funcion de las etapas del ciclo estral. Se dilata durante la etapa de estro y cierra

durante anestro y diestro (Linharattanaruksa et al., 2014).

Vagina. La vagina es una estructura tubular que comunica el utero con el
vestibulo de la vulva. Las dimensiones en la hembra canina son variables
dependiendo de la talla del animal. Su pared presenta cuatro capas que desde
adentro hacia fuera se denominan: Mucosa, Submucosa, Muscular, Adventicia
(Stornelli et al., 2006).

Vestibulo. Se encuentra entre la vagina y la vulva, la unién (tubérculo) uretral se

halla sobre el suelo ventral del vestibulo.

Vulva. Ocupa una posicion caudal en relacion con el vestibulo, esta formada por
los labios, las comisuras de los labios y la abertura vulvar entre los labios
(Boother, 2014).

2.2. Endocrinologia reproductiva
Las estructuras involucradas en la endocrinologia de los mamiferos son el

hipotalamo, la hipdfisis y las gdénadas, las cuales estan encargadas de la secrecion

de las hormonas involucradas en la reproduccion (Feldman y Nelson, 2000).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=LINHARATTANARUKSA%20P%5Bauth%5D

GnRH. En la perra, la progresién desde la primera parte a finales del anestro,
tiene mayor amplitud y numero de pulsos de GnRH. Estos eventos pueden ser
desencadenadas por las feromonas y / o por los ritmos naturales en actividad
hipotalamica, so6lo después de la disminucion suficiente de las acciones
endocrinas de la progesterona producida en la fase Iutea del ciclo ovarico anterior
(Concannon, 2005). La GnRH y la Liberacién de LH son también dependientes del
calcio. La unién a receptores de GnRH en la glandula pituitaria produce un
aumento rapido y temporal en iones de calcio intracelular, lo que resulta en la
secrecion de LH. La naloxona también modula la entrada de calcio a través de los
canales de tipo L de calcio (Kutzler, 2012).

LH y FSH. La hormona luteinizante (LH) es una glicoproteina de la familia de
hormonas pituitarias, de igual forma que la hormona foliculo estimulante (FSH) y la
hormona estimulante de la tiroides (TSH); ademas de ser leutotréfica (Kowalewski
et al.,2013). Siendo estas heterodimeros compuestos por 2 subunidades no
covalentes enlazados, a y B. La subunidad a es idéntica entre especies con una
secuencia de aminodacidos, mientras que la subunidad B es unica y da a la
hormona especificidad biolégica e inmunoldgica. La LH es secretada por la
glandula pituitaria de una manera pulsétil en respuesta a la hormona (GnRH)
liberada por el hipotdlamo (Borromeo et al., 2014).

La expresion de receptores de LH es inducida por la FSH en las células de la
granulosa del ovario. La LH es progresivamente capaz de reemplazar a la FSH en
el apoyo de la maduracion folicular; De hecho, dosis suprafisioldgicas de LH solo
se administran a perras en anestro, de esta manera se induce el crecimiento
folicular y por tanto el proestro (Kutzler, 2012). Debido a que la LH se secreta en
pulsos discretos, las mediciones informativas de esta son siempre dificiles de

realizar (Andersson et al., 2013).



El aumento de la LH junto con FSH actta para estimular una oleada de foliculos
(Concannon, 2005). Durante este periodo LH induce una marcada dilatacién de las
arterias y arteriolas presentes en la pared de la proliferacién folicular, dicha
dilatacion esta mediada por sustancias vasoactivas tales como eicosanoides,
quininas y prostaglandinas. Los recién formados capilares son vasos sinusoidales
sin musculatura lisa que apenas impiden la perfusion vascular (Koster et al.,
2001). Este puede ser el momento de la frecuencia de transicion abrupta de
proestro al estro de comportamiento reproductivo en muchas perras, aunque el
cambio de comportamiento puede ocurrir 1-3 dias antes, o 1-4 dias mas tarde y
puede que no sea brusco. La media en el comportamiento de inicio del estro, es

de 1 dia después del pico de LH (Concannon, 2005).

Se cree que las secreciones de LH estan regulados por al menos dos formas de
mecanismos de retroalimentacion; un bucle largo mediado por el control de
seflales hormonales desde glandulas, y un bucle corto o mecanismo de
retroalimentacion interna mediada por hormonas pituitarias, o que sugiere que la
GnRH presente en el hipotalamo tiene un papel en la regulacién de la liberacién
de LH pituitaria (Ziecik et al.,1987).

La LH y FSH pueden ser bloqueadas por la accion de agonistas de GnRH con
distintos fines entre ellos el aplazamiento de la pubertad en animales jovenes y la

anticoncepcién en animales adultos (Romagnoli, 2012).

Estudios en bovinos demostraron que la aplicacion de liquido folicular suprime las
concentraciones de FSH en plasma sin alterar las concentraciones de LH en
plasma, por accion de la glicoproteina inhibina que dicho liquido contiene (Adams
et al., 1992).

La prolactina. La prolactina (PRL) es una hormona peptidica con diversas

funciones endocrinas, incluyendo la regulacion del ciclo reproductor femenino. En



los roedores, PRL sostiene la secrecion de progesterona (P4) y apoya la luteolisis
(Andersson et al.,, 2013), la prolactina parece jugar un papel de intervalos
interestro en canino, posiblemente al afectar la secreciéon de gonadotropinas y / o
la capacidad de respuesta ovarica a las gonadotropinas (Kutzler, 2012) al igual

que la LH es leutotréfica (Kowalewski et al., 2013).

Estrogenos (E2) y progesterona (P4). Al medir estas hormonas en el ciclismo de
las hembras, deben medirse siempre que sea posible ambas hormonas.
Fisiolégicamente, estas dos hormonas pueden tener efectos. Por ejemplo, P4
inhibe los efectos de E2 en el endometrio y regula a la baja los receptores de
estrogeno en algunos tejidos. Como estas dos hormonas cambian dramaticamente
en todo el ciclo ovarico y en respuesta a factores hipotalamicos, se debe tener
cuidado al medir estas hormonas para el control de fase del ciclo estral / menstrual
y fuentes potenciales de estrés (Andersson et al., 2013). Ademas la progesterona
se caracteriza en las evaluaciones iniciales por su habilidad para aumentar el peso
del Utero actuando sinérgicamente con los estrégenos, por su habilidad para
aumentar el tamafio de las glandulas endometriales y por estimular la actividad
secretora del endometrio (Romagnoli y Concannon, 2003). La progesterona puede
aumentar desde 24 hasta 48 horas antes de la ovulacion por la luteinizacion de los
foliculos, caracteristico de las especie canina (Bergeron et al., 2013 y Concannon
2005).

La histologia del epitelio oviductal canino ha demostrado variaciones en la
morfologia celular entre las etapas del ciclo en estrecha relacion con las
concentraciones en suero sanguineo de estradiol-17(3 y progesterona (Urhausen
et al., 2011), estos cambios también pueden apreciarse en el epitelio vaginal tanto
en la perra como en otras especies (Ithurralde et al., 2013), las células cubicas
bajas que se encuentran en anestro cambian bajo la influencia de los estrégenos a

finales del proestro, entre estas diferencias se encuentra la hipertrofia celular. Los



altos niveles de progesterona indican la presencia de cuerpos lUteos activos
ademas se relaciono con la atrofia de células secretoras y la pérdida de ciliar
(Urhausen et al., 2011).

2.3. Ciclo ovérico

La perra es considerada la Unica especie animal doméstico monoéstrico que
tienen largos ciclos de celo, ademas cada etapa conlleva un cambio lento y cierto
grado de desvanecimiento entre las fases folicular y lGtea, eso por la temprana
luteinizacion de los foliculos ovaricos (Ithurralde et al., 2013 y Kowalewski et al.,
2013). El ciclo ovarico en las hembras se evalia normalmente por cambios
caracteristicos de la mucosa vaginal y del epitelio vaginal, ademas de analisis de
pardmetros endocrinos (Koster et al., 2001). Lo que hace dificil determinar un
momento optimo para la monta es precisamente el largo ciclo y la variabilidad
tanto racial e individuales dentro de la misma raza (lthurralde et al., 2013).

Las concentraciones séricas de FSH aumentan en gran parte de anestro canino
mientras que las concentraciones de LH son bajas, excepto cerca del final del
anestro. Un aumento en la concentracion de FSH en plasma basal es critico para

la iniciacion de la foliculogénesis en perros (Kutzler, 2012).

En la perra, la progresion desde principios a finales de anestro se caracteriza por
una mayor amplitud y mayor niumero de pulsos de la hormona (GnRH) liberadora
de gonadotropina del hipotalamo, un aumento en la sensibilidad de la GnRH
pituitaria, y un aumento en la capacidad de respuesta ovarica a la hormona
luteinizante (LH) y la hormona foliculo-estimulante (FSH) (Kutzler, 2012). A lo largo
de la mayor parte de los 5 a 20 o mas dias de proestro hay una aumento
progresivo de estradiol circulante de una oleada de rapido desarrollo de los

foliculos ovaricos (Concannon, 2005).



El rapido aumento en el flujo de sangre por accion indirecta de LH aumenta el
suministro de nutrientes y oxigeno al foliculo preovulatorio; estos nutrientes son
esenciales para el proceso ovulatorio y la aparicion de la produccion de

progesterona (Koster et al., 2001).

En las perras, la ovulacion se produce dos dias después del pico de LH y una
media de dos dias después de la inicio del estro (Tsutsui et al., 2012). El estradiol
sigue disminuyendo a lo largo de los 6 a 11 dias de estro endocrinoldégico mientras
que la progesterona tiende a elevarse (Bergeron et al.,, 2013). Se consideran
valores ovulatorios cuando los niveles de progesterona sérica alcanzan entre 4-10
ng/ml (Lucas, 2011);la progesterona aumenta casi imperceptiblemente durante
mediados del proestro de menos de 0,2 ng / ml superior entre 0,3y 0,6 ng/ ml, y
luego finales proestro durante el inicio del pico de LH aumenta rpidamente del
valor de 0,3-0,6 a valores de 0,9 a 3,0 ng / ml durante las primeras 12-24 h del
pico de LH; entre el pico de LH (dia 0), la progesterona es variable, pero
tipicamente aumenta sus a valores entre 2 y 5 ng / ml; por el dia 4, y dos dias
después la ovulacion, la progesterona es 3-8 ng / ml, y por el dia 6 después de la
oleada de LH esta tipicamente entre 6 y 12 ng / ml.(Figura 2) (Concannon
2005).Por ello se ha establecido como dia fijo a partir del cual se debe
cronometrar los sucesos normales del ciclo estral el dia del pico de LH (Dia 0)
(Lucas, 2011). Aproximadamente dos dias después del pico de LH se produce la
ovulacion (Tsutsui et al., 2012) siendo necesarias aun 48 h mas para que los

ovocitos sean capaces de ser fecundados por los espermatozoides (Lucas, 2011).

La supresion del ciclo puede ser causado por cualquiera de una central
(hipotalamica o pituitaria) la supresion de las gonadotropinas, en cuyo caso LH,
FSH, E2 y P4 debe ser baja, o una supresion directa de la esteroidogénesis
ovarica, en cuyo caso E2 y P4 debe disminuirse y LH y FSH debe aumentar en un
intento de compensar (Andersson et al., 2013). EIl momento en que el numero de

foliculos para ovular se establece en perros, no se conoce (Tsutsui et al., 2012).



Es importante mencionar que los cambios histolégicos similares a la involucion en
endometrio de la perra no se completan hasta 135 dias después del ultimo estro,

independientemente de si la perra estaba prefiada o no (Kutzler, 2012).

2.4. Fases del ciclo ovéarico

Proestro. El comienzo del proestro se define como el momento en que la perra
inicia el sangrado vaginal a través de la vulva, ademas de ser considerado como el
inicio de un nuevo ciclo reproductivo. Los signos de proestro no son detectables
en todas las perras, especialmente en aquellas razas de pelo largo o en aquellas
gue se lamen frecuentemente su zona genital. ElI proestro tiene una duracion
promedio de 9 dias, con un rango de 6 a 21 (Mansilla, 2008). Estos cambios son
inducidos por la actividad gonadotrépica y posteriormente actividad estrogénica;
en esta etapa también ay liberacién de feromonas lo que hace atractiva a la perra
hacia el macho. El primer dia de sangrado es considerado como el inicio del
proestro y termina cuando la perra acepta la monta del macho, entonces se
considera iniciado el estro (Peirano, 2008). La duracion del proestro es muy
variable, de 6 a 11 dias, con un promedio de 9 dias (Caffaratti et al., 2013). En
esta etapa se presentan foliculos antrales ovaricos moderadamente grandes con
liquido folicular normalmente presentes en ambos ovarios. Estos foliculos estan
revestidos por varias capas de células de la granulosa. Generalmente se
encuentran células que contienen pigmentos vacuolados del ciclo anterior. El
estroma endometrial es claro y edematoso. Hay proliferacion de glandulas
endometriales superficiales y profundas. El miometrio es mas grueso en
comparacién con la observada en anestro, con células de musculo liso y
eosinofilos hipertrofiados, y la mucosa vaginal esta revestido de cinco a siete

capas de epitelio escamoso (Chandra y Adler, 2008).

Estro. El estro o celo, comienza el primer dia en que la hembra acepta la monta y

copula y termina cuando deja de aceptar al macho. La duracion de este periodo es



de 9 dias en promedio, con un rango que va de 4 a 21 dias (Mansilla, 2008). A
medida que el estro progresa, el edema vulvar se vuelve menos notorio, y el
sangrado mas acuoso, de color rojizo o amarillento (Peirano, 2008). El evento
central del estro es la ovulacion la cual ocurre entre 48, 60 y 72 h una vez iniciado,
los 6vulos son expulsados del ovario como ovocito primario y no son capaces de
ser fertilizados hasta alrededor de 60 h después de la ovulacién cuando sucede la
division meidtica a 60 h después de la ovulacion. El periodo durante el cual los
espermatozoides permanecen capaces de fertilizacion en el tracto reproductor
femenino se piensa que es cerca de 5 dias. El periodo de apareamiento, durante
el cual la concepcién es posible por lo tanto cerca de 7 dias a partir del inicio del

estro (Tsutsui, 1989).

PROGESTERONA

. Al

Mo \.-s, CELULAS
S<..o\SUPERFICIALES
=~ ESTROGENO

p————=Sangre en la iha~————~ 2?2 ? ?
p———— Vulva edematosa ————————

| Agresivamen- | Evasiva Insinuante | Agresivamente
te negativa o pasiva positiva (coito) negativa
k Atractiva $-No atractiva

—

- Proestro ———4—— ESiro ——Diestro

Figura 2. Comportamiento hormonal y células vaginales superficiales durante las
etapas de proestro, estro e inicio del diestro (Feldman y Nelson 2000).
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Al seccionar histologicamente el ovario se puede observar que son mas grandes
que en el anestro y de apariencia quistica a simple vista. Microscopicamente,
durante el estro temprano, cada ovario puede tener dos o tres grandes foliculos
terciarios revestidos por capas estratificadas de células de la granulosa alargadas
que sobresalen en el espacio antral. En la perra, la luteinizacion de las células de
la granulosa precede a la ovulacion, y el principio de formacion del cuerpo lateo se
observo a finales del estro. En la fase tardia del estro después de la ovulacion, los
foliculos estan revestidos por capas gruesas de células redondeadas (Chandra y
Adler, 2008), observandose también un aumento caracteristico del flujo sanguineo
durante la ovulacion y la fase lutea temprana (Koster et al., 2001). En este periodo
se da el pico de hormona luteinizante (LH secretada en la hipdfisis) que induce la
ovulacion de 48 a 72 horas después de la secrecion del pico de LH. El pico de LH
coincide con la disminucién de estrogenos y el aumento de progesterona en
sangre. (FCM, 2011).

Diestro. Comienza en promedio ocho dias después del pico de LH. Durante esta
etapa el cuerpo lUteo secreta progesterona, ésta continla elevada por encima de
los niveles basales, alcanzando las mas altas concentraciones 20-30 dias post
ovulacién, luego declina lentamente durante un lapso de 10-20 dias. El utero
mantiene la hipertrofia de su estructura glandular y la hipervascularizacion en
respuesta a los altos niveles de progesterona en sangre, alcanzando su mayor
tamafo, en las hembras no gestantes, el dia 20 o 30 del diestro (Stornelli et al.,

2006). La vulva retorna al tamafio normal y pierde la flacidez (Mansilla, 2008).

En hembras gestantes la culminacién de esta etapa se da con el parto. En
hembras no gestantes el cuerpo luteo sufrird una apoptosis, destruyéndose y
dejando de producir progesterona, ademas en esta etapa en hembras no
gestantes, se puede presentar la pseudogestacion (no patoldgica) y piometra
(FCM, 2011).
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Las secciones histologicas de los ovarios son mas grandes que los observados en
anestro, podemos observar el cuerpo Iuteo a simple vista. Al iniciar esta etapa
cada ovario tiene un maximo de dos grandes cuerpos luteos con células lateas
estrechamente empaquetados. En la Ultima fase de diestro, las células luteas han
enriquecido de citoplasma vacuolado. Una caracteristica notable del Utero en esta
fase es el miometrio de espesor compuesto de células del musculo liso
hipertrofiados (Chandra y Adler, 2008).

Anestro. El anestro se ha definido como un periodo de inactividad ovario —
hipofisis; sin embargo decir o definir el anestro como completa inactividad también
es un error ya que a finales de este los ovarios estan muy sensibles a estimulacion
enddgena de gonadotropinas justo antes de comenzar el ciclo posterior (Peirano,
2008). Es muy dificil detectar el inicio del anestro en perras que no quedaron
prefiadas ya que no existe un cambio perceptible entre la finalizacion del diestro e
inicio del anestro. En cambio en las perras gestantes es evidente que el parto
marca el cambio entre gestacion y el inicio del anestro. Durante esta etapa ocurre
la involucién uterina después del parto o la preparacién de para el siguiente ciclo
ovarico (Lacroix, 2012), la duraciéon de esta etapa es muy variables segun sus
caracteristicas genéticas, edad, estado sanitario y otros factores, con un
aproximado de 120 dias (Mansilla, 2008).

2.5. Métodos para diagndstico de celo

Los métodos actuales para el seguimiento de eventos periovulatorios, como la
vaginoscopia, la citologia vaginal, sefiales de comportamiento, y ensayos
hormonales en la sangre se utilizan con éxito, pero tienen limitaciones. Estos
métodos pueden ser inexactos, invasores, retrospectivos, caros, y / o mal
relacionada con las concentraciones de hormonas subyacentes. La identificacion
de la época de cria 6ptima depende del preciso monitoreo de la actividad ovérica

durante el pico de LH y la ovulacién (Bergeron et al., 2013).
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Citologia vaginal. Es un método simple para el seguimiento de la fase del ciclo
estral. Las células vaginales pueden recolectarse usando un hisopo estéril o0 un
catéter plastico. Al utilizar el primer método no debe rozar el hisopo en el vestibulo
para evitar resultados poco confiables incluso errobneos. Una vez recogidas las
células se colocan en un portaobjetos de vidrio girando el hisopo y procurando
imprimir las células por rodamiento y no por frotacion, o mediante la aplicacion de
las células aspiradas, las cuales se extienden dejando una capa delgada en la
laminilla (De Buen, 2001).

Este es un método no invasivo de investigacion, como un componente esencial de
ginecologia e investigacion para determinar el ciclo, también con celo mudo o
sospecha de los quistes en ovario. El frotis vaginal es usado a menudo en la
practica, para evaluar el estado de salud vaginal. Los criterios de evaluacion
incluyen la clasificacion de las células segun el tamafio y la forma, la relacion
nacleo-citoplasma y la disposicion y la distribucion porcentual de las células.
Durante el proestro el estrogeno circulante empieza a aumentar de manera
significativa, teniendo como efecto el engrosamiento de la pared vaginal, esto
reduce el aporte de nutrientes y oxigeno a las capas celulares mas externas,
provocando su queratinizacion y deformacion hasta la descamacion tipica de
células amorficas (escamosas) durante la concentracidn mas alta de estrégenos,
justo antes del estro (figura 3) (Wehrend et al., 2013). Las concentraciones de
estrogenos durante el anestro son de 5 a 15 pg/ml, en el proestro temprano puede
alcanzar una concentracibn de 25 pg/ml y justo antes del estro clinico,
posiblemente entre 24 y 48 h antes alcanza su maxima concentracion hasta 60-70

pg/ml (Feldman y Nelson, 2000).

Se ha determinado de mucha utilidad el andlisis de la morfologia de las células

exfoliadas de la vagina, ya que se han utilizado para determinar el estado
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fisiolégico y patologico de la hembra de animal, asi como una herramienta de

bioensayo para hormonas en varias especies animales (Ola et al., 2006).

2.6. Clasificaciones de las células vaginales

Parabasales. Caracteristicas del proestro, son las células més enteras o claras
del ciclo, tienen un nucleo vesiculado grande y muy poco citoplasma, su
exfoliacion es desde la capa de células germinales muy cerca del aporte

sanguineo (Figura 4) (Mansilla, 2008).

- ANESTRO 4 PROESTRO + - ESTRO

-
2

Vanos meses 611 dlas 59 vas 56 60 dlas

Figura 3. Relacién estrogeno-células vaginales (Feldman y Nelson, 2000).

Intermedias. Son relativamente mas grandes, empiezan a presentar bordes
irregulares ovales o redondeados, mantienen el ndcleo vesiculado aunque este es
mas pequefo que en las células parabasales, tienen mas cantidad de citoplasma y
para propdsitos descriptivos se podrian clasificar en células intermedias pequefias
y grandes (Figura 5) (Wehrend et al., 2013).
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Figura 5.Células intermedias y abundantes eritrocitos (tincion de Wright).

Superficiales. Son células caracteristicas del estro temprano pueden estar
acompafiadas de eritrocitos, tienen nucleos pequefios y picnéticos, estas células
son caracteristicas del final del proestro y del estro cuando los niveles de

estrégenos estan mas elevados (Figura 6) (Mansilla, 2008).
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Figura 6.Células superficiales y anucleadas (FCM, 2011).

Anucleadas escamosas. Son células vaginales muertas, planas y completamente
deformes (Stornelli et al., 2006). La muerte celular se origina por el engrosamiento
de la pared vaginal, este engrosamiento es debido a las altas concentraciones de
estrogeno que se alcanzan durante el estro (Figura 7) (Ithurralde et al., 2013).

Células del metaestro. Son células intermedias grandes con neutréfilos dentro
del citoplasma; se encuentran normalmente en el metaestro (diestro temprano) y

en perras con vaginitis (Wehrend et al., 2013; Stornelli et al., 2006).

La citologia vaginal se usado no solo para determinar las fases del ciclo estral,
también se ha usado para determinar la relacién entre las fases del ciclo con el
desarrollo de algunas levaduras vaginales (Cleff et al., 2007), identificacion de
vaginitis (Feldman y Nelson, 2000), ademas de piometra (Silva-Molano y Loaiza-
Echeverri, 2007) y tumor venéreo trasmisible (TVT) (De Buen, 2001).
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Figura 7.Células anucleadas principalmente, amontonadas por la queratinizacion;
lado inferior derecho células superficiales aun con presencia del nucleo.

A pesar de que la citologia vaginal exfoliativa es un método simple barato y muy
practico se debe tomar en cuenta que solo es un estudio complementario (Stornelli
et al., 2006; Burciaga, 2014), por tanto se deben evaluar otros pardmetros para
determinar el estado fisiol6gico o de salud del animal (Stornelli et al., 2006).

2.7. Pruebas hormonales

El analisis de las hormonas reproductivas se complica por ciclos relativamente
raros en celo (2-3 al afio) y la variacion en las hormonas ovaricas durante las
etapas del ciclo estral distinta de anestro. El periodo mas estable para el andlisis
de hormonas reproductivas (E2, P4, PRL, FSH y LH) en la perra es durante el
anestro (Andersson et al., 2013), ademas de que las hormonas relacionadas con

la reproduccion son muy variables y dependen de factores tales como la edad, el
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sexo, la raza, estacionalidad, lo que da un margen de error considerable en este

tipo de pruebas rapidas (Lacroix, 2012).

Los métodos estandar para el andlisis de la hormona del suero incluyen
radioinmunoensayo (RIA), ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA),
y de inmunoensayo multiplex. Cromatografia liquida / espectrometria de masas
(LC / MS) (Andersson et al., 2013).

Cuando se trata de muestreo especifico para determinar la hormona LH en orina
ya sea con algun derivado de ELISA o RIA, es recomendable diluir la muestra en
glicerol (7%) como crioprotector, esto ayudara a estabilizar la LH ademas de
ofrecer tiempo de vida a la hormona en congelacion a -20°C (Livesey et al., 19883;
Ziegler et al., 1987; Brown et al., 2010).

RIA. La parte fundamental es la hormona radioetiquetada llamada trazador, el cual
se afiade a un tubo con anticuerpo antihormonal diluido, para ello hay una porcién
del vinculo del trazador y una porciébn que permanece libre, entonces ay que
separar el vinculo del trazador de la porcion libre, la hormona desconocida o del
paciente compite con la hormona radioetiquetada y se mide por tanto la
radioactividad, si esta disminuye entonces la hormona desconocida esta ocupando
espacio en el anticuerpo antihormonal de las paredes del tubo; de esta manera
podemos medir las concentraciones de dicha hormona en la muestra del paciente.

(Kemppainen, 2013)

ELISA. Actualmente existen paquetes que permiten hacer el muestreo en el
consultorio (Lacroix, 2012). En estas pruebas, las hormonas o0 sus anticuerpos se
etiquetan por con una enzima detectable por un sustrato especifico de enzima.
Hay una amplia variedad de estas pruebas como lo son indirectos, competitivos
directos, sandwich de anticuerpos, etc. Dependiendo si se trata de la hormona

(antigeno) o del anticuerpo que se une, y cual de las dos es etiquetado por la
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enzima (Kemppainen, 2013). En este tipo de pruebas los resultados son muy
variables por factores como edad raza y ciclos circadianos (horas del dia) es por
esto que se recomienda no basar el diagndstico en una sola muestra ya que existe
margen de error, por lo tanto, se requiere de varias muestras y asi medir las
fluctuaciones de la hormona desde un nivel basal (Lacroix, 2012). Asi mismo estos
paquetes podrian convalidarse de otras especies, por ejemplo, para determinar la
hormona gastrina se han convalidado paquetes de uso humano con una buena

funcionalidad en perros y gatos (Gabbert et al., 1984).

Se han creado paquetes ELISA para determinar LH en bovinos, a partir de
anticuerpos monoclonales (MAB) y LH anti-bovina (bLH) a partir de extracto de
adenohipofisis, estos son capaces de reconocer la subunidad B de la LH creando
un sandwich de anticuerpo ELISA, comprobando ademas la inmunoafinidad

cromatografica de esta prueba (Borromeo et al., 2014).

Las pruebas de tipo ELISA detectan también anticuerpos especificos contra
diversas enfermedades, y se ha comprobado que la conjugacién de la proteina
A/G en este tipo de pruebas ayuda a ofrecer diagnésticos certeros en mdultiples
especies tanto de animales domésticos como salvajes (Al-Adhami y Gajadhar,
2014).

Ademas de citologia vaginal y mediciones hormonales se han encontrado estudios
ecogréficos estrechamente relacionados con la etapa reproductiva de la perra; la
ecografia de la arteria intraovarica en perras proporciona informacion
complementaria acerca de los cambios ciclicos de la funcion ovarica (Kdster et al.,
2001).
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Il JUSTIFICACION

La reproducciéon adecuada en caninos ha tomado una importante relevancia, esto
exige estar al tanto de los avances acerca del tema de reproduccion en la
actualidad. El manejo reproductivo de la hembra es sin duda uno de los factores
mas importantes para el obtener el éxito en la prefiez, una adecuada
determinacion de los parametros reproductivos de la hembra canina provee
mayores posibilidades de gestacion, para ello existen un sin fin de novedosos
métodos, entre ellos; las mediciones hormonales prioritariamente y con fines
reproductivos mediciones séricas de LH y P4, esto conlleva un costo elevado por
la cantidad de muestras a tomar, ya que perder un dia de muestra podria
representar la no deteccion correcta al perder el pico de LH, ademas del estrés
producido al animal por la toma de muestra de vasos periféricos diariamente,
posiblemente por estos factores se han desarrollado especulaciones
principalmente entre criadores y expositores “generalmente mas interesados en la
reproduccion canina” acerca de la funcionalidad de paquetes comerciales de uso
humano, para detectar LH en perras, este trabajo pretende determinar la
funcionalidad o disfuncionalidad de estas pruebas, ademas de proponer en una
pequefia revision los métodos mas actuales en un adecuado manejo reproductivo

en caninos.

IV. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

4.1.1. Determinar el pico de LH en suero y orina de perras utilizando dos

métodos inmunocromatograficos.
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4.2. Objetivos especificos

4.2.1. Determinar el pico de LH en suero de perra utilizando una prueba
inmunocromatografica (Witness LH®), después de un estudio
citologico vaginal.

4.2.2. Determinar el pico de LH en orina de perra utilizando una prueba
inmunocromatografica (Just Ask®), después de la determinacion de
LH en suero.

4.2.3. Comparar las técnicas inmunocromatograficas (Witness LH®/Just
Ask®) para determinar el pico de LH en suero y orina en perras

V. HIPOTESIS

5.1. La prueba inmunocromatografica (Just Ask®) para determinar el pico
preovulatorio de LH en orina de mujeres, mide el pico preovulatorio de
LH en orina de perras.

5.2. Hipoétesis alterna. La prueba inmunocromatografica (Just Ask®) para

determinar el pico preovulatorio de LH en orina de mujeres, no mide el

pico preovulatorio de LH en orina de perras.

VI. MATERIALES Y METODOS
6.1. Descripcion del experimento.
El trabajo de investigacion se llevo a cabo en el Hospital Veterinario de Pequefias

Especies de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, Unidad Laguna,

entre los meses de marzo a junio de 2014
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Animales. Se utilizaron 10 caninos hembras de 2 a 5 afios de edad con signos

clinicos de proestro-estro.

Metodologia. Se determin6 el momento de ovulacion, midiendo el pico
preovulatorio de LH, utilizando previamente citologia vaginal, enseguida se
midieron los niveles séricos de LH con la prueba comercial “Witness LH®” para
uso en caninos, y después se midieron los niveles de LH en orina con la prueba

“Just Ask®” para uso en mujeres.

Las citologias vaginales se realizaron cada tercer dia hasta detectar células
superficiales y escamosas caracteristicas del estro para posteriormente realizar
las pruebas de deteccion de LH en suero de perras y prueba en mujer
respectivamente. Se realizaron de una a cuatro citologias vaginales hasta detectar

células escamosas con el siguiente procedimiento:

1. Se valoro clinicamente a la perra.

2. Se realiz6 limpieza de la vulva.

3. Se introdujo un hisopo estéril por la comisura dorsal de los labios vulvares hasta
atravesar el cingulum (unién del vestibulo y la vagina) para llegar a la porcién
caudal de la vagina.

4. Se realizaron movimientos giratorios del hisopo para obtener muestra del tejido
vaginal.

5. Se retir6 cuidadosamente el hisopo.

6. Se realizé un frotis por rodamiento sobre un portaobjetos, haciendo de 2 a 4
tiras del material en el extendido.

7. Se tifieron con la tincion de Wright, durante 5 segundos.

8. Se lavaron con solucion amortiguadora de Wright.

9. Se dejaron secar al aire.

10. Se observaron e interpretaron observandose con un microscopio fotonico.
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Una vez que las citologias mostraron células escamosas se empezaron a correr

las pruebas de LH sérica y en orina.

La prueba para detectar LH en suero sanguineo de perra, es una barra con tres
casillas enumeradas. La casilla nimero 1 corresponde al depoésito del suero
sanguineo, la casilla nUmero 2 corresponde al resultado positivo a LH en suero
sanguineo (> 1 ng/mL), y la casilla nimero 3 es el poste indicativo de que la

prueba esta bien hecha. Los procedimientos fueron los siguientes:

1. Se tom6 una muestra de sangre en tubo de ensayo al alto vacio,sin
anticoagulante, de las venas periféricas.

2. Inmediatamente sea centrifugd a 1200 RPM durante 15 min. Y se separo el
suero.

3. La prueba se saco de la envoltura y se colocd en una superficie plana y seca.

4. Se tomd una muestra de suero sanguineo en una micropipeta, depositandose 3
gotas en la casilla numero 1.

5. Se esperaron 20 minutos y se interpretaron los resultados en las casillas 2 y 3.

Posteriormente se realizd la prueba para detectar LH en orina de humano en la
orina de perra, la prueba tiene 3 casillas, la casilla S es el depdsito para orina, la
casilla T corresponde a resultado positivo a LH en orina, y la casilla C corresponde
al control e indicativo de que la prueba esta bien hecha. Los procedimientos fueron

los siguientes:

1. Se recolecté la orina de las perras de manera natural.

2. Se saco el dispositivo de la envoltura justo antes de hacer la prueba y se coloco
en una superficie plana y seca.

3. Con una micropipeta se tomé muestra de orina y se depositaron 6 gotas de
orina en la ventanilla marcada con la letra S, cuidando de no mojar las ventanillas

conlaletraCyT.
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4. Se esper6d de 2 a 5 minutos y se interpretaron los resultados, preferentemente
antes de los 10 minutos.

5. Si no aparecio la linea bajo la letra C, posiblemente se deposité una cantidad
insuficiente de orina, se aplicaron 1 a 2 gotas mas de orina, se esperé de nuevo
de 2 a 5 minutos

6. La prueba se invalidé si no aparecio la linea bajo la letra.

VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

Se recolectd la orina de perra de manera natural, lo cual fue facil ya que en estado
de celo las perras suelen tener incontinencia urinaria y deseo de marcar territorio,
ademas de que no se causa traumatismo o se requiere sedacion para utilizar una

sonda.

La prueba para detectar el pico preovulatorio de LH en orina de mujer, utilizada
para detectar el pico de LH en orina de perras, fue negativa cuando el resultado de
la prueba para detectar la LH en suero sanguineo de caninos también fue negativa
(3/10).

En contraste con éstos resultados, cuando la prueba de LH fue positiva en suero
(7/10), fue negativa en la orina de las perras. Por lo tanto la prueba de mujer no
mostré sensibilidad para detectar el pico preovulatorio de LH en orina de perra,
tomando como referencia el pico de LH previamente detectado por la prueba

especifica para perras (cuadro 1).

La cantidad de pruebas citologicas y pruebas de LH varid, de perra a perra puesto
que el tiempo en dias incluso, en horas, para llegar a células escamosas y
posteriormente a pico de LH tuvieron diferencias, incluso en animales de la misma

raza y edad ya que son diversos factores los que intervienen para ello, tales como:
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estacionalidad, raza, genética, desordenes hormonales, alimentacion, y clima

entre otros.

Cuadro 1.Relacion entre el numero de pruebas citologicas, pruebas en suero y pruebas en

orina para la deteccion de LH en perras.

N | Edad NUmero de Numero de pruebas Numero de pruebas
en citologias (perra) utilizadas para (mujer) utilizadas
anos hasta mostrar | mostrarel pico de LH para mostrar el pico
escamas en suero de perras de LH en orina de
perras
1 4 3 1 (no mostro pico LH) 1
2 2 2 1 (no mostro pico LH) 1
3 5 2 2 (no mostro pico LH) 1
4 2 2 2 1
5 5 3 1 1
6 4 4 1 1
7 3 2 2 1
8 5 3 1 1
9 2 4 2 1
10 3 3 1 1

El 30% de las perras mostraron el mismo resultado al dar negativo a LH en suero

y en orina, mientras que el 70% mostraron resultados diferentes al obtener positivo

el pico de LH en suero (prueba de caninos) y negativo a LH en orina (prueba de

uso humano).

Considerando éstos resultados se concluye que la prueba para la deteccion del

pico de LH en orina de mujeres, no es Util para la detecciéon del pico de LH en

orina de perras (cuadro 2).
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Cuadro 2.Deteccidon del pico de LH en suero y orina de perras.

N Resultado de la ultima prueba para Resultado de la prueba para
determinar el pico de LH en suero determinar el pico de LH en orina
1 Negativo ( -) Negativo ( -)
2 Negativo ( -) Negativo ( -)
3 Negativo ( -) Negativo ( -)
4 Positivo ( +) Negativo ( -)
5 Positivo ( +) Negativo ( -)
6 Positivo ( +) Negativo ( -)
7 Positivo ( +) Negativo ( -)
8 Positivo ( +) Negativo ( -)
9 Positivo ( +) Negativo ( -)
10 Positivo ( +) Negativo ( -)

De acuerdo a Burciaga (2014), la citologia vaginal se utiliza como referencia de
respuesta hormonal, lo cual facilita y reduce el muestreo sanguineo para la
deteccion de LH, ademés de que permite conocer el momento 6ptimo para
realizarlo (Burciaga, 2014). En el presente estudio se tom6 muestra de orina con el
objetivo de identificar el pico preovulatorio de LH, y de esta manera establecer la

utilidad de estas pruebas

Estudios previos demuestran que la citologia vaginal seguida por deteccién de
progesterona con ELISA, también son métodos confiables para predecir la
ovulacion, ademas de que el ultimo dia de receptividad y el primer dia de celo
determinado por la citologia vaginal son métodos fiables para estimar

retrospectivamente el tiempo de la ovulacién (Bouchard et al., 1991).

Ademas se ha buscado correlacionar la vaginoscopia, la citologia vaginal y el
muestreo de LH, tanto en suero sanguineo como en orina, donde el pico del
namero de células anucleares se produjo 2.4 dias en promedio después del pico
de LH y la contraccion de la mucosa vaginal con angulacion, 6.1 dias después
aproximadamente. También se ha determinado que la medicidon de progesterona
es la mas fiable para determinar la ovulacion y por lo tanto la gestacion (Jeffcoate
y England, 1997). Mas sin embargo, el pico de progesterona es demasiado
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prolongado aun después de la ovulacion (Stornelli et al., 2006), esto podria crear
una falsa vision de la ovulacién debido a la variabilidad en la duracion del celo, por
ello en nuestra investigacion se consideré determinar el pico preovulatorio de LH

sérico al ser menos prolongado y justo de 2 a 3 dias antes de la ovulacion.

Jeffcoate también determin6 que la medicion de LH en orina es de poca relevancia
y confiabilidad, y solo muy practico por la facilidad de la toma de muestra, a pesar
de que cinco de los sujetos de experimento lograron mostrar el pico de LH en
orina (Jeffcoate y England, 1997), concordando con este, en cuanto a la facilidad
de la toma de muestra de orina, pero su lamentable y nula confiabilidad en los

resultados.

La facilidad en la toma de la muestra de orina se debe a que han encontrado
receptores para LH en la uretra, favoreciendo el llamado mecanismo de
incompetencia del esfinter uretral provocando una ligera incontinencia urinaria
durante el estro (Wheeler y Lappin, 2012); de acuerdo con esta investigacion se
explica el porqué la facilidad para toma de muestra urinaria en nuestro

experimento.

Podria sugerirse la estabilizacion de la LH en orina con glicerol al 7%, esto
conllevaria a un posible nuevo resultado. La LH se ha estabilizado con glicerol
para estudios tanto humanos (Livesey et al., 1983) como en tamarines (Ziegler et
al., 1987), ademéas de realizar posibles modificaciones a la prueba, ya que
normalmente éstas estan disefiadas para determinar la parte B de la LH la cual da
a la hormona especificidad inmunolégica (Borromeo et al., 2014) de hecho se
realizaron modificaciones basadas en anticuerpos monoclonales anti-LH bovina,
LH ovina, y anti-IgG de ratdn, siendo esta prueba utilizada para determinar LH en
suero sanguineo de elefantes hembras, fue esta misma prueba la que intento
convalidarse en esta especie para deteccién de LH en orina para mayor facilidad

en la toma de muestra, los resultados fueron de poca relevancia pese a que la
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orina fue tratada con glicerol para estabilizar la LH, los resultados fueron negativos
comparados con los resultados obtenidos del suero sanguineo (Brown et al.,
2010).

La diseccion precisa de los perfiles de LH se lleva a cabo de manera mas fiable
con el muestreo frecuente en intervalos de 10 a 20 minutos durante un periodo de
4 a 8 horas, produciendo al menos 20 muestras por animal. Esto por lo general
requiere catéteres intravenosos. También se puede utilizar para medir otras
hormonas como la FSH, PRL, E2 y P4. La FSH tienen mayores niveles basales y
pulsatilidad menos pronunciada que la LH y, por tanto, se necesitan un menor
namero de muestras para determinar los cambios; ademas establece que dichos

estudios no deben combinarse con estudios de toxicidad (Andersson et al., 2013).

En cuanto a citologia vaginal en otras especies se ha utilizado para crear
parametros reproductivos, en las cabras enanas de Africa occidental se realizé un
estudio, obteniendo como resultado en los frotis que los leucocitos estuvieron
presentes en todo el ciclo, y los recuentos de células aumentaron en los dias 1y 2
y cayeron el dia 4, las células superficiales se observaron con mas frecuencia en
proestro-estro tempranos; estos resultados indican que el patrén de exfoliacion de
las células vaginales podria ser utilizado para determinar la condicién reproductiva

y, por extension, el funcionamiento ovarico de las cabras (Ola et al.,2006).

En perros machos se ha medido la LH para comparar tanto los valores de LH
como de prolactina y testosterona en cuatro razas mostrando normoespermia para
caracterizar la respuesta de dichas hormonas después de una Unica aplicacion de
factor liberador de prolactina (TRH) intravenoso, ademas de medir tirotropina y
tiroxina, la concentracion media general de LH fue mas altas en los Foxterrier y la
mas baja en los Labradores y Gran Danés, y las concentraciones difirieron

significativamente entre Foxterrier y Beagle. En las cuatro razas la inyeccién de
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TRH fue seguida por una disminucion de la LH en 20 minutos (Urhausen et al.,
2008).

En cerdas jovenes sincronizadas se ha detectado el pico preovulatorio de LH para
determinar los efectos de la aplicacion de gonadotropina coridnica humana en
diferentes dosis obteniendo la disminucion de la secrecion de E2 inmediatamente
después de la administracion de hCG, la falla en el pico de LH en algunos
animales tratados, y la produccion previa de P4 por el desarrollo de un nuevo

cuerpo lateo (Ziecik et al., 1986).

El pico de LH en suero sanguineo de ratas infectadas experimentalmente con
Trypanosoma evansi se ha visto disminuido junto con la FSH las cuales fueron
medidas por la técnica de inmunoensayo demostrando asi que la infeccion por T.
evansi en ratas hembras puede causar cambios en los niveles de LH, FSH,
estradiol, progesterona y con independencia del momento de la infeccién o de la

fase del ciclo estral (Faccio et al., 2013).

En bovinos para determinar el nimero de foliculos y oleadas foliculares se ha
propuesto que el pico de un pulso de LH es seguido por el pico de un impulso de
estradiol dentro de 15 min; y la reduccion de las concentraciones sistémicas de
progesterona aumentan la frecuencia de los pulsos de LH y las concentraciones
de estradiol dentro de las 6 h., confirmando asi que los foliculos no van
aumentando de forma gradual, realmente existen oleadas foliculares hasta llegar
al foliculo dominante (Ginther et al.,1996) que por accién de las inhibinas del
foliculo dominante suprime las concentraciones de FSH en plasma sin alterar las

concentraciones de LH en plasma (Adams et al.,1992).
VIll. CONCLUSION

Las pruebas comerciales de uso humano para determinar el pico de LH en orina

no son utiles en perras.
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X. ANEXOS.

10.1. Anexo 1.Procedimientos en la toma de muestras y estudio
experimental.

Figura 8. Alta receptividad durante el periodo de celo detectado en uno de los
individuos de experimento.

1’"'"‘1

Figura 9.Forma correcta de tomar la muestra de tejido vaginal para la citologia
(Lacroix 2012).
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Figura 10.A) Impresion de células vaginales por rodamiento en un portaobjetos. B)
Aplicacion de tincion de Wright por goteo-escurrimiento con micropipeta.
C) Observacién microscopica del extendido vaginal para su interpretacion.
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Figura 11.Células intermedias con abundantes eritrocitos caracteristicas del
proestro temprano.

Figura 12.Células superficiales caracteristicas del estro.
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Figura 13.Células superficiales y escamosas (10X).

Figura 14. Células anucleadas completamente queratinizadas y amontonadas
caracteristicas en estro durante la mas alta concentracion de estrégenos.
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Figura 15.Células anucleadas principalmente y células superficiales aun con
presencia de nucleo en lado inferior derecho.

Figura 16. Centrifugacién de la muestra sanguinea para detectar el pico
preovulatorio de LH en suero.
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10.2. Anexo 2. Materiales utilizados.

Material para citologia vaginal exfoliativa

¢ Algodon con alcohol

e Guantes

e Hisopos estériles

e Gotero

eLaminillas

e Cubreobjetos

¢ Tincion de Wright

¢ Solucion amortiguadora de Wright

e Microscopio

Material para la determinacion de LH con prueba especifica para suero
sanguineo

e Guantes

¢ Algodon con alcohol

e Torniquete

e Jeringa de 5ml

e Tubo de ensayo al alto vacio tapon rojo
¢ Centrifuga

e Micropipeta

¢ Prueba inmunocromatografica comercial (Withess LH) uso en caninos
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Material para la determinaciéon de funcionalidad de la prueba comercial
inmunocromatografica de uso en humanos.

e Guantes estériles

e Frasco Estéril para toma de muestra

e Micropipeta

e Prueba inmunocromatografica comercial (just ask) para uso especifico en orina

de humanos.
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