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RESUMEN

La predeterminacion del dia en que la perra va a ovular nos permite asegurar
la eleccion del o los dias en que debe ser el momento Optimo para la
concepcion. Para determinar el dia preciso del pico preovulatorio es
necesario saber cuando ocurre la elevacion de LH, este es el evento central
del ciclo estral, debido a que este aumento de la LH ocurre en etapa del
proestro, por lo tanto nos indicara que la perra tendra una ovulacion dentro
de las 48 a 72 horas proximas. Dentro de los métodos existentes para
determinar el dia de la ovulacion se utilizé la prueba de Inmuno-Migracion
Rapida para LH. En este caso se realizo el estudio comparandolo con la
citologia vaginal exfoliativa, para ello se realizaron citologias vaginales con la
finalidad de encontrar el momento 6ptimo para correr la prueba de Inmuno-
Migracion Répida para LH. De las 10 hembras en el estudio, al 30% se les
realizé una citologia vaginal, a su vez, se fueron tomando pruebas diarias de
LH hasta llegar al resultado final donde se mostrd el pico preovulatorio de
LH; en este caso en el analisis se obtuvo como promedio el uso de 4 pruebas
de LH por perra. Al 20% de las muestras se le realizaron 3 citologias y de 1 a
2 pruebas de LH. Al 50%, se les monitoreo mediante 4 a 7 citologias
vaginales hasta encontrar la mayoria células escamosas y asi proceder a
realizar la medicién de LH, y en estos casos se utilizd solo una prueba de LH.
La utilidad del presente estudio radica en que la certeza del diagndstico,
utilizando ambas técnicas, permite un ahorro econémico para los criadores

de perros.

PALABRAS CLAVE: Hormona luteinizante, LH, ciclo estral, ovulacion,

citologia vaginal exfoliativa, perras, prueba de Inmuno-Migracion Rapida.



l. INTRODUCCION

El ciclo reproductivo de la perra puede dividirse en cuatro estadios: Proestro,
estro, diestro y una etapa de inactividad sexual o anestro (Wanke y Gobello,
2006). La hembra canina representa un modelo reproductivo biolégicamente
diferente en comparacion con otras especies por varias razones: La perra se
clasifica como un animal monoéstrico que presenta de uno a tres ciclos
estrales en un afio con un intervalo de 3 a 9 meses. De 24 a 48 horas de
iniciado el estro, la LH va a permitir la ovulacion liberando asi el o los 6vulos
en fase de ovocito primario el cual alcanza su madurez aproximadamente

108 horas después de la ovulacion (Tsutsui, 1989).

El proestro inicia con una descarga vulvar hemorragica hasta la primera
aceptacion del macho (Tsutsui, 1989; Concannon, 2011). En el estro, el
comportamiento de la perra cambia de la agresividad a la pasividad
(Concannon, 2011) y finaliza cuando la hembra no acepta el apareamiento.
En el diestro la vulva retoma su tamafio normal y ya no se observa

agrandada o flaccida (Wanke y Gobello, 2006; Feldman y Nelson, 2007).

Existen varios métodos para la determinacion de las fases del ciclo estral de
la perra. Uno de ellos es la citologia vaginal, la cual se basa en las
caracteristicas celulares del epitelio escamoso de la vagina, identificando las
células basales, intermedias, superficiales y escamas (De Buen, 2001). Otras

técnicas se basan en la medicion de la LH (Root, 2001).

Con la finalidad de mejorar el manejo reproductivo de la perra, es importante
identificar con exactitud el dia de la ovulacion. En el presente estudio se
realizé la prueba de Inmuno-Migracion Rapida para LH, junto con citologia
vaginal exfoliativa, con el objetivo de tener una guia para decidir el dia en

que esta debe ser servida por el macho o realizar la inseminacion.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Anatomia del sistema reproductor de la perra.

Vulva. Es el orificio urogenital externo de la perra, esta formado por dos
labios que forman una comisura dorsal y una ventral, los cuales tienen una

mucosa lisa.

Clitoris. Es el homologo del pene en la hembra, se encuentra situado en la
fosa del clitoris, su funcién es la estimulacion sexual (FCM, 2011). Esta

cubierto por los labios vulvares (Root 2012).

Vestibulo. Es la porcién que se extiende de la vulva a la vagina, en el piso
del vestibulo en su zona craneal se encuentra la uretra, ademas, en la region
vagino-vestibular se encuentra el cingulum, lugar en donde se abotona el

bulbo del pene.

Vagina. Es larga de longitud variable, termina en su parte mas profunda en
un fondo de saco o férnix (que debe llenarse de semen). Su funcién es la
copula (FCM, 2011).

Su pared presenta cuatro capas que desde adentro hacia fuera se
denominan:

- Mucosa

- Submucosa

- Muscular

- Adventicia

La mucosa vaginal esta recubierta por un epitelio escamoso estratificado, el

cual varia su grosor en las distintas fases del ciclo estral de la perra.



La submucosa es una capa de espesor variable, también de tejido conectivo,

en donde se localizan abundantes arteriolas y senos venosos.

La tdnica muscular (musculo liso) presenta tres capas, de acuerdo a su
distribucion y la direccion de las fibras, separadas entre si por delgadas hojas
de tejido conectivo.

La Adventicia: esta formada por tejido conjuntivo y es rica en nervios y

ganglios nerviosos (Stornelliet al., 2006).

Cérvix. Es un orificio de material fioromuscular que separa al Utero de la
vagina, cuando las perras estan en estro se encuentra abierto y permite la

entrada de los espermatozoides. Durante la gestacién se mantiene cerrado.

Utero. Es bicorneal de fusion baja, con un cuerpo corto y 2 cuernos largos
dispuestos en forma de Y. Su funcion es el transporte de 6vulos vy
espermatozoides, alojamiento y nidacion de los cigotos, portador de la

gestacion; sostenido por el mesometrio.

Oviductos. Son estructuras tubulares que sirven de comunicacion entre el
ovario y el atero, estan formados por tres porciones: 1) Infundibulo (capta al
6vulo cuando es liberado por el ovario), 2) Ampula (en esta porcion se realiza
la fecundacion) y 3) El Istmo (conecta al cuerno uterino con el oviducto). El

oviducto esta sostenido por el mesosalpinx.

Ovarios. Se encuentran cubiertos por una bolsa ovarica, los ovarios estan
sostenidos por dos ligamentos (ligamento propio y el mesovario), su forma es
elipsoidal. Sus funciones son la produccion de évulos y la secrecién de

hormonas (estrégenos y progesterona) (FCM, 2011).



2.2. Ciclo estral y endocrinologia en la perra.

El ciclo estral de la perra es considerablemente mas largo que en la mayoria
de los otros animales domésticos (Chandra y Adler, 2008). La pubertad
puede ser reconocida por la aparicion del primer ciclo estral. Generalmente,
esto ocurre algunos meses después de obtener su peso y estatura adulta, sin
embargo esto es variable ente razas y cada una de las hembras (Caffarattiet
al., 2013). El ciclo estral consta de cuatro etapas que son el proestro, el
estro, el diestro y el anestro (Root, 2001). Como su nombre lo afirma es un
ciclo y ciclo se define como algo repetitivo el cual vuelve comienza al

momento de terminar.

El ciclo estral en el perro es considerablemente mas larga que en la mayoria
de los demas animales domeésticos. La fase folicular y ovulaciones
espontaneas son seguidas por una fase Ilitea que tiene una duracion media
de aproximadamente 75 dias y un anestro no estacional de 2-10 meses
(Beijerinket al., 2004).

FASES DEL CICLO ESTRAL

\_’_/

Figura 1. Fases del ciclo estral (Marti, 2011).



El ciclo estral esta caracterizado por innumerables alteraciones, mediadas
por hormonas, que inducen a modificaciones morfolégicas, clinicas,
citolégicas y del tracto reproductivo, especificamente en la vagina. Factores
estresantes como limitacién en el ejercicio, peleas por territorio y periodos de
celo, entre otros, asociados con las alteraciones hormonales ocurridas
durante el ciclo, pueden determinar alteraciones de los mecanismos fisicos,
quimicos o inmunoldgicos normales, que limitan la colonizacién microbiana

de la piel y las mucosas (Cleffet al., 2007).

Proestro. El proestro se inicia con el primer sangrado vaginal y se termina
cuando la hembra acepta al macho. Durante toda la fase la hembra atrae al
macho de manera pasiva, esto es por cuestion hormonal ya que aln no se
encuentra receptiva (Marti, 2011). Durante el proestro, la perra no aceptara
al macho para apareamiento y puede adn ser agresiva con él. A medida que
se acerca el estro, se vuelve mas receptiva, y las perras experimentadas

sexualmente pueden permitir la monta del macho (Peirano, 2008).

Tiene una duracion variable, en algunas perras puede durar 2-3 dias y en
otros 25 dias, la duracion media es de 9 dias promedio y se define
clinicamente como el momento en que comienza la descarga vulvar
hemorragica hasta la primera aceptacion del macho (Tsutsui, 1989;

Concannon, 2011).

Se caracteriza por una intensa actividad folicular ovarica que precede al
estro. La perra se encuentra bajo la influencia de los estrogenos
(Concannon, 1980), que se sintetizan y secretan en los foliculos ovaricos en
desarrollo, desde el punto de vista hormonal en esta fase predominan los
estrogenos en la perra (Concannonet al., 1983). Los estrégenos son

responsables de la secrecion vaginal, atraccion de los machos por accion de



las feromonas y preparacion uterina para la gestacion. El sangrado vulvar es
un signo caracteristico del proestro con una duracion de 6 a 11 dias (9 dias
promedio) (Caffarattiet al., 2013). La vulva se encuentra aumentada de
tamafio y con presencia de secreciones de origen uterino que pueden ser

desde serosanguinolentas hasta hemorragicas (Marti, 2011).

Los estrégenos alcanzan sus niveles maximos pasando de 2-10pg (durante
el anestro) hasta llegar a finales de proestro a niveles entre 50-100 pg/ml. La
progesterona se mantiene en valores basales < 1ng/ml hasta el final del
proestro. La progesterona comienza a aumentar los niveles cuando se da el
pico de LH (Marti, 2011). Durante el proestro, la perra se vuelve atractiva
para los machos, pero sigue sin ser receptiva para la monta, aunque puede

mostrarse mas juguetona (Marti, 2009).

El proestro finaliza cuando la concentracidon de progesterona (P) sérica
comienza a elevarse y la hembra permite el apareamiento (Feldman y
Nelson, 2007).

Estro. El estro tiene una duracién promedio de 9 dias con un rango que
oscila desde los 4 a los 24 dias (Marti, 2011) y el comportamiento de la perra
cambia de la agresividad a la pasividad (Concannon, 2011). La descarga
vulvar sanguinolenta Disminuye y se torna de un color mas claro. La vagina
se vuelve blanda y flaccida para favorecer la penetracion del macho. El estro
finaliza cuando la hembra no acepta el apareamiento y el diestro tiene una
duracion promedio de 60 a 100 dias. La vulva retoma su tamafio normal y ya
no se observa agrandada o flaccida (Wanke y Gobello, 2006; Feldman y
Nelson, 2007).

La ovulacién 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 (Mansillas, 2008).

La duracién del pico de LH, segun diferentes estudios, Oscila entre 24 y 96
horas, dandose la ovulacion durante los 2-3 dias siguientes al pico de LH.
Los niveles de progesterona comienzan su aumento aproximadamente al
mismo tiempo que el pico de LH, a lo que llamamos aumento preovulatorio
de la progesterona, el edema vulvar y vaginal disminuye por la baja de
estrogenos. Los valores de progesterona durante el pico de LH estan entre
0,8 y 3 ng/ml, en el momento de la ovulacién entre 4,0 y 10 ng/ml y entre 4,0

y 20 ng/ml durante el periodo fértil (Marti, 2011).

Los signos clinicos muestran una vulva que permanece aumentada de
tamafo pero este aumento es menos visible que en proestro. La descarga
vaginal es de color marrén por disminucion de la cantidad de sangre, aunque
en algunos casos puede haber una descarga serosanguinolenta durante el

proestro y estro (Peirano, 2008; Marti, 2011).

Durante el estro, la perra normal muestra un comportamiento receptivo o
pasivo, permitiendo la monta. La cépula se da en fase de estro(Peirano,
2008).

La perra en estro busca activamente al macho (Lucas 2011). Puesto que la
liberacion de feromonas en este momento (estro) es maxima, no es raro
observar perros, atraidos de calles a la redonda, esperando a la perra.
(Peirano, 2008) Al momento del apareamiento adopta una posicion definida,
tensa los miembros posteriores, desvia y mantiene la cola sobre un lado y

expone la vulva al arquear el lomo (Mansillas, 2008).



Este comportamiento se correlaciona con el descenso de los niveles de
estrogeno y el aumento de los de progesterona (Marti, 2009). La luteinizacion
de las células de la granulosa precede a la ovulacion, y formacion temprana

del cuerpo luteal se observo a finales de estro (Chandra y Adler, 2008).

Diestro. El diestro es la etapa que se presenta después del estro y empieza
el primer dia en que la perra no acepta al macho, la duracion es de 63 dias
en la perra gestante y de 100 dias en perras no prefiadas. Después de la
ovulacion, continta el desarrollo del cuerpo luteo dentro de las cavidades
foliculares y por lo tanto, la concentracién de progesterona sigue elevandose,
alcanzando su pico 20 a 30 dias postovulaciéon o bien 2 a 3 semanas
después del inicio del diestro y se mantiene en una concentracion de 15 a 60

ng/ml aproximadamente por 1 6 2 semanas (Esquivel, 2001).

Algunos de los signos clinicos pueden ser que la hembra rechaza la monta
del macho, la hembra ya no atrae a los machos. La vulva regresa a su
tamafio normal, desapareciendo la flacidez y la secrecion en algunos casos

puede aparecer una secrecion densa y transparente (Marti, 2011).

La perra se relaja mas a medida que progresa en el diestro. Puesto que la
perra ovula mientras se encuentra en estro, (Peirano, 2008). En éste
momento la concentracién de progesterona en sangre se incrementa muy
rapidamente pasando de valores de 1-2 ng/ml progresivos al pico de LH, a
concentraciones de 15 a 90 ng/ml entre 15 y 30 dias después del pico de LH.
Después del dia 30, las concentraciones de progesterona van reduciéndose

gradualmente durante 5-6 semanas mas (Marti, 2011).

Durante el diestro, la perra normal rechaza la monta y disminuye su atraccion
hacia los machos. La descarga vulvar disminuye y el edema vulvar va

desapareciendo lentamente (Marti, 2009).



Anestro. Esta fase se caracteriza por involucion del uGtero, la inactividad
ovarica, y la reparacion de los cambios y alteraciones que se han producido

en el endometrio (Marti, 2011).

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 (Mansillas, 2008).

El anestro no estacional es de duracion variable, de dos a diez meses
(Chandra y Adler, 2008). Aproximadamente 4.5 meses este valor puede ser
altamente variable ya que existe dificultad en la determinacion del final del
diestro y el principio del anestro. No existe diferencias clinicas ente un perra
en diestro, anestro u ovariohisterectomizada, la conducta es similar (Marti,
2011).

Durante el anestro se aprecian niveles moderados de FSH y LH, al final del
anestro se producen secreciones de tipo pulsatil de GnRH hipotalamica que
dan lugar a un aumento de FSH y LH provocando la creacién de los foliculos
durante el proestro. Al final del anestro los estrogenos se encuentran en
niveles basales 2-10 pg/ml) al igual que la progesterona <1 ng/ml (Marti,
2011).

Metaestro. EI metaestro si bien no existe (Esquivel, 2012) algunos aun lo
manejan como la fase posterior al estro y se caracteriza porque la perra deja
de aceptar al macho. La palabra metaestro se utiliza tradicionalmente para
describir la mayor parte de la fase luteinica de la perra; existen pocas
razones légicas para esto, y es mas exacta la palabra diestro, ya que la fase

de metaestro se ve ocultada por la fase del estro (Escobedo, 2008).



Existen impedimentos por lo cual la hembra puede no aceptar al macho, por

causas que incapacitan la monta natural las cuales pueden ser:

- Hembras de caracter nervioso o con problemas de comportamiento
(rehdsan monta o agresividad).

- Hembras dominantes con respecto al macho elegido y que no permiten la
monta.

- Alteraciones anatémicas a nivel vulvo-vaginal que dificultan la penetracion y
le provocan dolor.

- Machos que presentan debilidad o alteraciones del tercio posterior y/o
columna.

- Machos de comportamiento sumiso, libido disminuida o con alteraciones de
la ereccion.

- Incompatibilidad entre el tamafio de la hembra y el del macho (Root, 2001;
Lucas, 2011).

La influenciade la nutricion enel cicloestrales mas visibleen la pubertad
yelrestablecimientodel ciclo estraldespués del parto. Los animales que
ingieren mayores nutrientes alcanzanla pubertad a unaedad méas temprana

guelos animalesprivados de nutrientes(Reece, 2009).

2.3. Hormonas y fisiologia reproductiva de la perra.

Los ovocitos de la hembra se ovulan en un estado inmaduro, como ovocitos
primarios, y no pueden ser fertilizados de inmediato. La fertilizacion ocurre
solamente después de la maduracion del ovocito primario, la extrusion de su
primer cuerpo polar y la finalizacion de la primera division meiotica para
formar el ovocito secundario. Mientras que estos eventos de maduracion se
llevan a cabo antes de la ovulacion en la mayoria de otras especies, que no

se han completado por lo menos hasta 48 horas después de la ovulacion en

10



el perro. La ovulacion es causada por un aumento de la LH (hormona
luteinizante) y las concentraciones de plasma. En los perros, la ovulacion se
produce dos dias después del pico de LH, y los oocitos permanecen viables
en el tracto reproductivo durante otros cuatro o cinco dias antes de comenzar
a someterse a la degeneracion. Los periodos de comportamiento de proestro
y de estro se definen basdndose en la aceptacion del macho, y siguen una
sobre la otra. La transicion del proestro al estro en comportamiento puede
ser rapida o lenta, y puede ocurrir poco antes de o simultaneamente con el
pico pre-ovulatorio de LH o incluso algunos dias después (England y
Concannon, 2002).

Estrogenos. El aumento de estrdgenos causa una mayor velocidad de la
renovacion de las células epiteliales de la vagina, resulta la cornificacion
progresiva observada en la citologia vaginal y el engrosamiento de la pared
vaginal para prepararse a la monta. También se observa un edema
progresivo de la mucosa vaginal que puede verse en la exploracion

endoscopica.

El nivel maximo de estrogeno es variable en las perras y los cambios
relativos no estan correlacionados con la ovulacion ni el periodo fértil. Los
niveles de estrogenos se valoran mejor mediante citologias vaginales y
endoscopias seriadas. Los niveles de estrégeno no indican el periodo fértil
porque la ovulacion esta provocada por la subida de LH, no por un pico de
estrogeno. El examen de las células de la superficie del epitelio vaginal nos
dara informacién de la fase del ciclo estral. Es importante usar una técnica
adecuada para que las células obtenidas sean representativas de los
cambios hormonales que suceden. Deben obtenerse las muestras en la
vagina craneal porque las células de la fosa clitoridiana, vestibulo y/o vagina
caudal no son tan indicativas de la fase del ciclo. El nUmero de capas que

forma el epitelio vaginal aumenta de forma espectacular por la influencia del
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aumento de los niveles de estrégeno, presumiblemente para proveer
proteccion a la mucosa durante la copula. Asi, a medida que sube el
estrogeno durante el proestro, aumenta la velocidad de maduracion de las
células epiteliales, igual que el numero de células queratinizadas y
cornificadas observadas en el frotis vaginal. La cornificacibn completa
permanece todo el estro hasta que ocurre el cambio del diestro 7 a 10 dias
después de la subida de LH, lo que marca el final del diestro.El frotis vaginal
cambia repentinamente desde la cornificacion completa aun 40-60% de
células inmaduras (parabasales e intermedias) en un periodo de 24 a 36
horas. Si se realizan frotis vaginales hasta observar el cambio del diestro,
puede calcularse retrospectivamente la subida de LH, la ovulaciéon y el
periodo fértil (Marti, 2009).

Hormona Luteinizante (LH). En caninos, hay un pico de concentracion de LH
aproximadamente 2 dias antes de la ovulacion y los ovocitos se ovulado 1-2
dias mas tarde. Los ovocitos de la mayoria de las especies de mamiferos
son ovulado en la Il etapa de la metafase de la meiosis; sin embargo, los
ovocitos caninos se ovulan en estadio de vesicula germinal y madurar hasta

metafase Il en el oviducto (Willingham et al., 2003).

Al final de la fase folicular del ciclo estral, se produce un aumento notable de
la LH por encima de su nivel basal en unas 24-48 horas, seguido por un
retorno a los niveles basales. Se cree que esta subida de LH tiene lugar en
respuesta al descenso de la relacién estrogeno: progesterona cuando los
niveles de estrégeno disminuyen y los de progesterona suben. La subida de
LH desencadena la ovulacion, siendo asi el suceso endocrinolégico central
del ciclo reproductivo de la perra, con el resto de eventos siguientes
parecidos entre perras. En consecuencia, la medicion diaria seriada de LH

para identificar la fecha exacta de la subida de LH es la herramienta
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diagnéstica mas precisa para determinar el momento de la monta (Marti,
2009).

Pico preovulatorio de LH. El incremento de LH produce un réapido
crecimiento, maduracion y luteinizacion de foliculos dandose la ovulacion (36
a 50 horas después) ademas de producir un cambio en las células
productoras de estrogenos (foliculos de 3 a 4 mm) en células productoras de
progesterona (cuerpo luteo de 8 a 9 mm). Este fenOmeno marca la transicion

de la fase folicular a la fase lutea y tiene una duracién de 1 a 3 dias.

En la mayoria de los ciclos el pico de LH se presenta en el dia que cambia
de proestro a estro sin embargo, en algunos ciclos el principio del estro y la
primera copula pueden ocurrir de 2 a 3 dias de la elevacion de LH e incluso
hasta 4 a 5 dias antes (4) situacion que no garantiza una gestaciéon cuando la
perra ha recibido una sola monta por lo que es muy importante programar el
namero suficiente de cruzas para garantizar el éxito de las mismas
(Villasefior, 2007; Esquivel, 2012).

Medicion de niveles séricos de LH. La hormona luteinizante es una hormona
proteica que se puede medir en sangre. Al llegar a su pico preovulatorio
provocara la ovulacién. En algunas de las hembras la duracion del pico es
muy corto y no se puede detectar con las mediciones diarias. La ovulacion
ocurre de 48 a 72 horas después del pico de LH. Esta herramienta nos
puede indicar el momento de la ovulacion, la desventaja que se tiene al
medir esta hormona es que el pico de LH dura muy poco tiempo
(generalmente 24 horas) por lo tanto, la muestra de sangre se debe tomar
cada 24 horas. Esta Herramienta es la menos usada y cuando se realiza se
recomienda acompafarla midiendo los niveles séricos de progesterona. Se
ha descrito que la duracion de la gestacion desde el pico de LH es de 64-66
dias (promedio 65) (Lacroix, 2004; FCM, 2011).
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Paquete diagnéstico de LH. El paquete puede no ser exacto si se usa
después de la fecha de vencimiento, o si el paquete de aluminio que contiene
el dispositivo de ensayo y la pipeta se abre mucho antes de que la prueba se
vaya a ejecutar. Para la toma de muestra se necesita suero sanguineo. La
muestra no debe ser lipémicas o hemolizadas. La prueba se debe ejecutar el
mismo dia en que se recogié el suero. Si eso no es posible, el suero debe
ser refrigerado, no congelado, hasta que se pueda ejecutar la prueba (Root,
2001).

Progesterona. La produccién de progesterona aumentos notablemente antes
de la ovulacion en perras a concentraciones detectables en los sueros
periféricos en el dia antes de el pico de LH (Root, 2001; Willinghamet al.,
2003).

La elevacion de la progesterona actia de forma sinérgica con la disminucién
del estrogeno para reducir el edema vulvar y vaginal, lo que puede
apreciarse mediante vaginoscopia. El resto de signos clinicos es poco
apreciable. Pueden usarse mediciones seriadas en sangre cada 2 dias para
identificar la subida inicial de progesterona, lo que indica que ya ha habido la
subida de LH (Marti, 2009).

Durante la fase lutea del ciclo estral, la progesterona alcanza altos niveles en
sangre, pudiendo desencadenar pibmetra (una complicacién infecciosa), esto
dependera del utero de la hembra y puede afectar su potencial reproductivo
e incluso conducirla a la muerte. Este complejo presenta una alta prevalencia
y se observa frecuentemente en hembras de edad media y viejas, 0 en
hembras jévenes que han recibido tratamientos hormonales (Silva y Loaiza,
2007).
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Medicién de niveles séricos de P4. La medicion de la concentracion de
progesterona puede utilizarse como un indicador indirecto del pico de LH,
cuando los niveles de progesterona se encuentran en una concentracion de
2ng/ml, se considera que ya se dio el pico de LH. Se utiliza un método
cuantitativo (radioinmunoensayo) para medir los niveles de progesterona en
sangre y determinar el dia de la ovulacion. La ovulacion se dara cuando los
niveles de progesterona se encuentren en 7ng/ml (4 a 10ng/ml) (Lacroix,
2004).

La progesterona puede medirse mediante RIA o quimioluminiscencia en casi
todos los laboratorios. Existen varios paquetes comerciales de diagndstico
semicuantitativo. La progesterona varia durante la subida de LH de entre 0,8
y 3,0 ng/ml, entre 1,0 y 8,0 ng/ml en la ovulacion, y entre 4,0 y >20,0 ng/ml
durante el periodo fértil. No obstante, si se obtienen mediciones seriadas,
puede estimarse la subida de LH el dia en que hay una subida clara del nivel
de progesterona. Aunque no es tan preciso como la medicion real de la
subida de LH con una prueba de LH, la estimacion a través de los resultados
de la progesterona no deja de ser muy util y, a menudo, es un método mas

disponible y comodo (Marti, 2009).

En la perra, la progresion desde la primera hasta finales de anestro se
caracteriza por aumento de la liberacion de la hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH) por el hipotalamo. También hay una mayor expresion
hipotalamica de los genes que codifican para el receptor de estrégeno y la
aromatasa P450 gue cataliza la biosintesis de estrogenos. Durante el curso
de anestro, hay un aumento en la sensibilidad de la pituitaria a la GhnRH y en
la capacidad de respuesta ovarica a las gonadotropinas. Un aumento en la
hormona estimulante del foliculo (FSH) de la concentracion plasmatica basal
y el aumento de la hormona luteinizante (LH) de pulsatilidad poco antes de la

aparicion de la pro-estro parecen ser determinantes importantes de la puesta
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en marcha de una nueva fase folicular que lleva a la ovulacion en la perra
(Beijerink, 2004).

El dia optimo para la monta natural, inseminacion artificial (IA) con semen
fresco, refrigerado y congelado, es dos dias después de la ovulacion. La tasa
de gestacion se incrementa en todas las técnicas, si la hembra es servida

mas de una vez en el periodo fértil (Lacroix, 2004).

Las concentraciones de progesterona sérica siguen aumentando después de
la ovulacion, durante el tiempo en que los ovocitos completan la maduracion

en el oviducto (Willingham et al., 2003).

Androgenos. Los andrégenos juegan un papel esencial como autocrina o
paracrina agentes de ovario folicular en el crecimiento, maduracion y
luteinizacion. Este papel se ilustra por el hecho de que hembras
hiperandrogénicas tienen mas foliculos en desarrollo que las hembras de
ciclicos normales, debido a los efectos tréficos de los andrégenos. Actividad
de los andrégenos es la suma de un efecto directo mediado por los
receptores de androgenos y un efecto indirecto de los estrogenos producidos
por la aromatizacion de los androgenos. Ambas hormonas son esenciales
para la maduracion de foliculos ovaricos y fertilidad normal (Vermeirschet al.,
2001).

Formacion del cuerpo lateo. Esta formacién se inicia con cambios
morfoldgicos y bioquimicos de las células de la teca interna y de las células
de la granulosa del foliculo preovulatorio. En la perra, estos cambios suelen
presentarse al final del proestro, basicamente el cuerpo liteo deriva de estas
dos células productoras de esteroides foliculares (teca y granulosa) las
células se transforman en 2 distintos tipos celulares chicas y grandes

respectivamente. Las células chicas son células de la teca interna
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luteinizada, se les conoce como células tipo | o células | por otro lado, las
células grandes son las células de la granulosa luteinizada y se les conoce

como células tipo Il (Villasefior, 2007).

La produccion de progesterona (80%) es por parte de las células grandes del
cuerpo liuteo ellas, contienen poca cantidad de receptores para LH en
comparacion con las células chicas las contienen la mayoria de los
receptores para LH. Asi mismo las grandes contienen la mayoria de
receptores para PgF2 alfa (Root, 2001). Diversos estudios realizados en
ovejas, han informado que la relacion entre células grandes y células chicas
es el factor mas importante para entender la regulacion en la secrecion de
progesterona y la destruccion del cuerpo luteo de la perra no se han
realizado estudios que permitan comprender estos fenbmenos aunque se
sabe que en los carnivoros el cuerpo lateo presenta diferencias en el tamafio

celular (Esquivel, 2012).

Maduracion de ovocitos y fertilizacién. La perra ovula en un estado de
inmadurez conocido como ovocito primario de la manera que la segunda
meiosis concluye después de la ovulacion en el segmento distal del oviducto.
En estudios in vitro se ha visto que el espermatozoide del perro es capaz de
penetrar ovocitos inmaduros y formar el prondcleo masculino, sin embargo, el
término fertilizacion se refiere a la fusion del pronucleo femenino con el
masculino situacién que se presenta hasta la maduracién del ovocito no ha
sido determinado aun sin embargo algunos estudios sugieren que este

fenédmeno puede ocurrir desde 2 hasta 6 dias después de la ovulacion.

La recomendacion es detectar oportunamente el periodo fértil, programar el
numero adecuado de montas y empezar a contar la gestacion a partir de la
altima monta 63 a 66 dias. El espermatozoide puede permanecer fértil en el

aparato reproductor femenino por 6 a 7 dias (Esquivel, 2012).
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Supresion del ciclo estral. El ciclo estral se puede suprimir usando
progestinas como farmacos anti-fertilidad en perros y gatos, el tiempo y la
duracion del tratamiento puede variar. La eficacia resultante puede referirse a
las siguientes: a) Supresion aguda del ciclo actual, b) Supresion temporal de
un ciclo eminente o c¢) Supresion de los ciclos. En la perra, una progestina
puede ser administrada oralmente en proestro temprano a dosis moderadas
a altas, como un medio para suprimir el proestro actual, previene el estro,
causa una fase lutea artificial prematura y resulta en una supresién del
proximo ciclo por varias semanas a varios meses. La administracion oral
durante el anestro, a dosis bajas por varias semanas (0 una inyeccion de una
formulacién de accion corta), puede producir una fase lutea artificial que
pospone la ocurrencia del nuevo ciclo por unos pocos meses a varios meses.
La administraciébn continua de una progestina comenzando en anestro,
puede retrasar el inicio del proximo ciclo por varios meses, usando tanto
administraciones repetidas por via oral, inyecciones repetidas de
formulaciones de corta accién, o una o mas inyecciones de formulaciones de

larga accién (Romagnoli y Concannon, 2003).

El periodo de fertilizacién. Es el momento en el que los ovocitos viables de la
perra estan disponibles en las trompas uterinas y son lo suficientemente
maduro como ovocitos secundarios para ser fertilizados por los
espermatozoides. En circunstancias normales en la mayoria de las perras
gue se extiende a partir de cuatro dias después del pico preovulatorio de LH
hasta algunos siete dias después del pico de LH (es decir, a partir de dos
dias después de la ovulacion hasta cinco dias después de la ovulacion). En
el caso extremo, que se puede extender a los dias 8 0 9 (e incluso hasta el
dia 10) después del pico de LH, aunque esto con una menor fertilidad. La
fertilidad generalmente disminuye muy rapidamente a partir de 7 dias

después del pico de LH, los ovocitos sufren degeneracion y el cuello del
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Utero se cierra durante un periodo de 1 a 2 dias. La terminacion del periodo
de fertilizaciobn puede ser debida principalmente a la degeneracion de los
ovocitos o para el cierre del cuello uterino y la prevencion de esperma de
entrar en el tracto reproductivo en numero suficiente (England y Concannon,
2002).

El periodo fértil. Es el tiempo durante el cual de un apareamiento o
inseminacion puede resultar un embarazo. Este periodo incluye no solo el
periodo de fertilizacion, sino también los pocos dias anteriores, debido al
hecho de que el esperma fértil del perro puede permanecer durante varios
dias en el tracto reproductivo de la hembra. Los espermatozoides pueden
sobrevivir en el tracto de hasta 5 o 6 dias antes de la ovulacion y la
oportunidad de penetrar en un ovocito singular recientemente ovulado, y
luego formar un pronucleo masculino viable y dar lugar a la fecundacion de 7
u 8 dias después de la deposicion del semen. El periodo fértil puede ser
considerada para extenderse desde tres dias antes del pico de LH hasta 7
dias después del pico de LH preovulatoria, y puede ser aun mas largo al
utilizar sementales de calidad o perras en la que los ovocitos pueden
sobrevivir un dia mas o dos mas alla de la norma (England y Concannon,
2002).

2.4. Ciclo ovarico.
El ciclo ovéarico de perras se controla normalmente por el evaluacién de los
cambios caracteristicos de la mucosa vaginal y el epitelio vaginal, y el
analisis de endocrina parametros (Koster y Giinzel, 2001).
La raza tiene un importante efecto sobre el momento del primer estro en la

perra. Por lo general las perras muestran su primer ciclo ovarico después de

gue alcanzan la talla y peso corporal de adulto. Sin embargo, hay variaciones
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considerables dentro de la misma raza, asi como entre las diferentes razas.
En los Beagle, por ejemplo, el primer proestro suele ocurrir entre los siete y
10 meses de edad. Incluso en un ambiente de laboratorio controlado, el
primer proestro puede ocurrir de los seis a los 13 meses de edad

(Concannon et al., 1983).

Es posible que las perras dominantes nunca exhiban celo, y las perras
sumisas pueden permitir las montas por el macho incluso cuando no estan
en estro (Root, 2001).

El celo silencioso tan solo es aquel que pasa inadvertido para el propietario
debido a que el estro en perra joven puede relacionarse con tumefaccion
vulvar, hemorragia, atraccion de machos o cambios de la conducta pocos
notorios. La experiencia del propietario, la longitud del pelo de la perra (la
hemorragia vulvar es mas facil de observar en una de pelo corto), la limpieza
del animal (una que se lame mucho tiene mas probabilidades de ocultar la
hemorragia) y la presencia de un perro macho en el hogar son solo algunas
de las variables que determinan la facilidad con la que un propietario puede
notar el estro (Concannon, 1980).

Caracteristicas del ciclo ovarico. Por lo general se cree que las perras
experimentan ciclos ovaricos dos veces al afio, durante la primavera y de
nuevo en el otofio. Sin embargo, las perras en realidad experimentan ciclos
ovaricos durante todo el afio. Las estaciones de reproduccién dependen de
factores tanto genéticos como de manejo. La preferencia de reproducirse al
final del invierno, y principios de la primavera, tal vez se derive de una
ventaja vinculada con la evolucién al parir camadas en un periodo en que el
aporte de alimentos comienza a aumentar en relacibn con mejores
condiciones climaticas. Los patrones estacionales de ciclos ovaricos de la

perra deben distinguirse de las preferencias del propietario. Las perras
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experimentan actividad del ciclo ovarico, se reproducen y paren en todos los
meses del afio, pero este proceso tiende a ser mas frecuentes a finales
invierno y principio de la primavera ademas de los meses de otofio (Feldman
y Nelson, 2000).

Factores que afectan el ciclo ovarico. Existen diversos factores que afectan el
ciclo ovarico, entre ellos enfermedades que comprometen la endocrinologia,
fisiologia o anatomia de la reproduccion de la hembra; entre los mas

comunes encontramos los siguientes:

Quistes foliculares. Son consecuencia de una deficiencia en la absorcién del
liquido en un foliculo de desarrollo incompleto. Pueden ser pequefios (<1 cm)
o grandes con un diametro >10 cm. Los quistes funcionales pueden producir

estrogenos.

Piometra. Es una patologia que clinicamente se produce en diestro o muy
proxima a este con valores de progesterona por encima de 1 ng/ml, aunque
en algunos casos se detecta a principio del anestro, se cree que su inicio es
siempre en diestro o fase dominada por la progesterona. Puede haber salida
del fluido purulento por el cérvix, en cuyo caso hablamos de piometras
abiertas o de cérvix abierto o puede no haber salida de pus por varias causas
y no solo por que el cérvix esté cerrado sino también por preselncia de
tumores en la luz uterina o por adherencias de las paredes de los cuernos
que impiden el paso del pus. Es comun ver definida la piometra como el
complejo endometritis-hiperplasia quistica endometrial-piometra, ya que
tradicionalmente se ha pensado que la endometritis subaguda da lugar a una
hiperplasia endometrial quistica y a su vez las hembras que la padecen tiene
una mayor predisposicién a desarrollar la piometra. Es una patologia que
afecta al 25% de las perras adultas no castradas antes de los 10 afios. En

gatas se asocia con nuliparas con mas de 5 aflos de edad, hay casos
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descritos en hembras prepuberes y en hembras gestantes. Las hembras con
anormalidades en la vagina y en el vestibulo vaginal como septos o
bridaspueden presentar una mayor predisposicion a padecer
piometra.Aunque estadisticamente un tercio de las hembras son
diagnosticadas en anestro no se puede confirmar si fueron diagnosticadas
después de la fase luteal por un diagndstico tardio o por un acortamiento
prematuro del diestro debido a la produccion de prostaglandinas por la

inflamacion uterina (Marti, 2013).

Anomalias congénitas.

a) restos de la membrana del himen

b) aplasia e hipoplasia segmentaria

c) doble vagina

d) vagina en fondo de saco (Padrén, 1990).

2.5. Citologia vaginal exfoliativa.

Es un método simple para el seguimiento de la fase del ciclo estral. Las
células vaginales pueden recogerse utilizando un hisopo de algodon
humedecido con solucion salina o por aspiracion de la cavidad vaginal
usando un catéter de plastico, antes se limpia suavemente sobre la superficie
de la mucosa vaginal. Cuando se utiliza el primer método es importante no
permitir el contacto del hisopo con el vestibulo, ya que la recoleccién de
estas células puede dar variable o resultados erréneos. Los hisopos deben
introducir y eliminar con un pequefio espéculo o guardia. Una vez recogidas
las células se colocan en un portaobjetos de vidrio ligeramente girar la
torunda de algodon, o mediante la aplicacion del fluido aspirado que luego se

extendio en una pelicula delgada sobre la laminilla (De Buen, 2001).
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El frotis puede tefirse utilizando un sencillo tincion Wright-Giemsa modificada
(de HarlecoDifQuik, EM Science, Gibbstown, NJ, EE.UU.; Merck, Darmstadt,
Europa) o con tincién tricromica. La tincion de Wright modificada es
facilmente disponible y tiene la ventaja de que la preparacion de la muestras
tarda menos de un minuto. La tincion tricromica tiene la ventaja de identificar
las células queratinizadas basado en un indice eosinofilico, pero la técnica

de tincién es laboriosa (England y Concannon, 2002).

La citologia vaginal exfoliativa se basa en determinar el tipo y cantidad de
células de las diferentes etapas del ciclo estral, siendo esto posible por los
cambios hormonales que sufre la vagina durante el ciclo, se reflejan en la
morfologia de sus células epiteliales. Al inicio del ciclo, la célula epitelial esta
en contacto con la irrigacion sanguinea (nutricion celular). Conforme los
niveles de estrégenos se incrementan el epitelio vaginal, se va engrosando
ocasionando que la célula epitelial se vaya separando del aporte sanguineo
dando como resultado una transformacion celular que va de célula parabasal

a célula anucleada o escama (Esquivel, 2012).

Clasificacion de las células vaginales. Las células vaginales que se estudian
corresponden a un epitelio escamoso estratificado que descansa en una
membrana basa de donde germinan sus células a partir de una célula madre.
Las células basales y parabasales son células grandes de forma redonda u
oval con un nucleo visible y grande con una pequefa cantidad de citoplasma.
Las células intermedias son grandes con bordes irregulares y tienen nucleo
mas pequefio que las basales y parabasales y con mayor cantidad de
citoplasma. Las células superficiales Son células con nudcleo pequefio,
picnotico, abundante citoplasma, de bordes angulosos. Las células anulares,
también conocidas como escamosas, son células mas pequefias, sin nicleo,

de bordes angulosos e irregulares (Esquivel, 2012).
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Evaluaciones clinicas. El uso exitoso de las evaluaciones clinicas en el
manejo de la cria requiere una apreciacion de la transicion normal de
proestro al estro, y los cambios normales en el comportamiento sexual,
existen opiniones mal informadas acerca del dia en que se encuentra el ciclo
en manos de muchos propietarios de perros y criadores. También se
necesita la comprension y ayuda de las técnicas disponibles - citologia
vaginal, grado de tumescencia vulvar, los exdmenes vaginoscopia, e incluso
de la medicion de progesterona sérica y LH, para estimar el dia de la
ovulacion y el periodo posterior en el que puede ocurrir la fertilizacion

(England y Concannon, 2002).

La determinacion precisa del momento de la ovulacion permite el éptimo
manejo reproductivo en las perras. La correlacion entre los cambios fisicos y
de comportamiento durante el estro y el tiempo de ovulacion es pobre.
Determinar el dia de ovulacién en la perra permite programar un unico
apareamiento o una sola maniobra de inseminacion artificial, dando por
resultado una éptima tasa de concepcion y tamafio de camada. Ademas, el
dia de la ovulacion es una referencia mas segura para la determinacién del
dia del parto, en comparacion con los dias de conducta receptora o del

apareamiento (Lacroix, 2004; Esquivel, 2012).

Muchos criadores se basan en contar el numero de dias desde el inicio del
proestro, y creen que las perras ovulan siempre un nimero definido de dias
desde el inicio de este evento. Este no es el caso, para cualquier raza. La
duracion del proestro es variable entre perras. Mientras que la "perra media"
puede ovular 12 dias después del inicio del proestro (y por lo tanto debe ser
acoplado en el dia 14 y 16), algunas perras ovulan ya en el dia 5, y otras tan
tarde como 30 dias después del inicio del proestro. Por lo tanto, el
apareamiento en el dia 12 y el 14, que es la practica de cultivo comun, a

menudo no da lugar a la concepcion. El término "calor” no es particularmente
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atil, pero se utiliza comunmente para referirse a los periodos combinados de
proestro y estro. El "dia 0" fisiol6gico y endocrinoldgico del ciclo es el dia del
pico de LH, el evento que desencadena la ovulacion de los foliculos ovaricos
2 dias mas tarde. Se puede o no coincidir estrechamente con una transicion
distinta de proestro al comportamiento del estro (England y Concannon,
2002).

Existen paquetes disponibles para la valoracion semicuantitativa de la LH
sérica en la clinica que identifican la subida previa a la ovulacion y, de este
modo, el momento de ovulacién y el periodo fértil. Esta prueba es el sistema
mas preciso de calcular el momento de la ovulacién y, por ello, deberia ser
considerada como "patron”. Deben obtenerse muestras a diario, a la misma
hora, para medir la LH porque la subida puede durar tan solo 24 horas en
muchas perras y podria pasar desapercibida si nos saltamos un dia. Los
paquetes comerciales pueden estar sujetos a la interpretacion variable de
quien los realiza, por lo que deberia realizar la prueba la misma persona

siempre gque sea posible (Marti, 2009).

La medicién de la concentracién plasmatica de LH periférica es un método
fiable y preciso para determinar el momento 6ptimo para aparearse. En la
mayoria de los paises no existe un ensayo comercial disponible para LH en
suero canino, Una de las preocupaciones es que debe ser usado diariamente
para detectar el dia del pico de LH (England y Concannon, 2002).

Procedimiento para la toma de muestras. Se introduce el hisopo (seco o con
solucion salina) en el punto méas dorsal de la hendidura vulvar y orientandolo
hacia arriba en un Angulo de 45° haciéndolo girar, para avanzar mas alla de
la papila uretral sin lastimar a la perra (Figura 1). Se hace rodar el hisopo con

la superficie vaginal y retirar en un movimiento. Después se rueda sobre una
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laminilla de vidrio limpia, varias veces y cuidadosamente enseguida se aplica
la tincion deseada (Figura 2) (Root 2012).

Figura 2. Toma de muestra para la citologia vaginal.

Hay caracteristicas del tracto reproductivo de la perra las cuales son
particularmente importantes para realizar la citologia vaginal correctamente.
La posicion del orificio uretral debe ser reconocida para evitarlo a la hora de

introducir el hisopo (Figura 1).

La citologia vaginal es una técnica utilizada para determinar en qué etapa del

ciclo estral se encuentra la hembra en ese momento (Esquivel, 2012).

26



Figura 3. Impresion de las células en un portaobjetos.

Proestro. Se caracteriza por la presencia de muchos eritrocitos y de distintas
células epiteliales que varian a lo largo del proestro. El porcentaje de células
parabasales e intermedias disminuye por que el numero de células

superficiales y escamosas aumentan (Marti, 2011).

Estro. Se caracteriza por la presencia de células superficiales y escamosas
anucleadas. Las escamas varian entre el 80% y el 100% no deben
observarse neutrofilos y puede haber presencia o ausencia de eritrocitos
(Marti, 2011). La cornificacion completa generalmente ocurre antes del pico
de LH (Root, 2001).

Diestro. Varia segun se encuentre al principio o al final del diestro. El primer

dia de diestro se puede definir como el dia en que citolégicamente el nimero

de células superficiales disminuye un 20%.
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Figura 4. Superficie ventral del vestibulo vaginal. Puntos importantes en ésta
area son la fosa del clitoris (CL) y el orificio uretral o meato urinario (U)
(Wilson 2003).

Figura 5. Citologia vaginal al inicio del proestro (Edens y Health, 2005).
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Figura 6. Citologia vaginal con proestro intermedio (Edens y Health, 2005).

Figura 7. Citologia vaginal al final del proestro (Edens y Health, 2005).



Figura 8. Citologia vaginal al principio delestro (Edens y Health, 2005).

Figura 9. Citologia vaginal con estro intermedio (Edens y Health, 2005).
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Figura 10. Citologia vaginal al final del estro (Edens y Health, 2005).

Figura 11. Citologia vaginal con diestro intermedio (Edens y Health, 2005).



En los primeros dias del diestro se va a encontrar un fondo limpio con un
80% de células superficiales; en algunas perras se observara presencia de
neutrofilos, el frotis se parecera al del anestro después de los primeros dias,
reapareceran nuevamente las células parabasales y las células intermedias,

en este momento ya no se encontraran eritrocitos (Marti, 2011).

Figura 12. Citologia vaginal en anestro (Edens y Health, 2005).

Anestro. Sus caracteristicas son constantes durante toda la fase, se
observan principalmente células parabasales o intermedidias pueden
encontrarse neutréfilos de manera fisioldgica, siempre que sea en pequenas
cantidades no debe haber presencia de eritrocitos porque esto se considerar
anormal (Marti, 2011).
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Il JUSTIFICACION

El uso de la citologia vaginal en perras, para determinar la fase del estro y el
momento de inseminacion artificial y/o monta natural, es muy util y es
comunmente utilizada en clinicas veterinarias de pequefias especies, sin
embargo hay un porcentaje de perras que no quedan inseminadas,
probablemente por no encontrarse en el momento adecuado para lograr éste
objetivo. Por otra parte, existen otras técnicas que determinan con mayor
exactitud el momento Optimo para la inseminacion, identificando el pico
méaximo de LH, y las perras quedan prefiadas con mayor exactitud pero se

necesitan varias pruebas las cuales son de alto costo.

De acuerdo a estos antecedentes y considerando que existen éstas técnicas,
la finalidad de la presente investigacion es encontrar el uso 6ptimo entre dos
pruebas para determinar el momento justo de inseminacion en perras,
utilizando la citologia vaginal y la prueba Inmuno-Migracion Réapida para la

deteccion del pico de LH.
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V. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general.

4.1.1. Determinar el momento Optimo de celo para la inseminacion de

perras utilizando dos técnicas para la deteccion del mismo.

4.2. Objetivos especificos.

4.2.1. Utilizar la citologia vaginal exfoliativa para determinar la fase del
estro identificando las células epiteliales escamosas superficiales y
escamas.

4.2.2. Utilizar una prueba Inmuno-Migracion Rapida para la deteccién del
pico méaximo de LH.

4.2.3. Integrar la concordancia de ambas técnica para lograr el momento

optimo de inseminacién de las perras.

V. HIPOTESIS

El uso de la citologia vaginal exfoliativa junto con la deteccion del pico de LH

en perras permite una éptima inseminacion en perras.
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VI. MATERIAL Y METODOS

6.1. Descripcion del experimento

El experimento se llevo a cabo en el Laboratorio del Hospital Veterinario de
Pequefias Especies de la UAAAN, UL, ubicado en las instalaciones de la
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, Periférico Raul Lopez Sanchez

y Carretera Santa Fe S/N, en Torredn, Coahuila, México.

Animales: Se utilizaron 10 caninos hembras entre 2 y 5 afios de edad,
residentes de las colonias aledafas a la Universidad con signos de proestro-
estro. En las 10 hembras se determin6 el momento de ovulacion, midiendo el
pico preovulatorio de hormona LH, utilizando previamente citologia vaginal
hasta detectar células superficiales y anucleadas (caracteristicas durante el
celo) y posteriormente se midieron los niveles séricos de LH, con una prueba

comercial de Inmuno-Migracion Rapida para uso en caninos.

6.2. Materiales

Para citologia vaginal exfoliativa

e Algodon con alcohol
e Guantes

e Hisopos estériles

e Gotero

e Laminillas

e Cubreobjetos

e Tincidn de Wright

e Buffer de Wright

e Microscopio
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Para la deteccién de LH

e Guantes

e Algodon con alcohol

e Torniquete

e Jeringa de 5ml

e Tubo de ensayo al alto vacio tapon rojo
e Centrifuga

e Gotero

e Prueba de Inmuno-Migracion Rapida (Witness LH) uso en caninos

6.3. Métodos

Se recibieron perras entre 2 y 5 afios con signos de proestro-estro durante
los meses de marzo, abril, mayo y junio de 2014 a las cuales se les
realizaron citologias vaginales hasta detectar células escamosas o
superficiales, caracteristicas del estro, para posteriormente realizar las
pruebas de deteccion de LH, acompafiados de las citologias vaginales, para
evitar correr pruebas con resultados falsos positivos. La cantidad de
citologias y pruebas de LH varié de un animal a otro puesto que el tiempo en
dias incluso en horas para llegar a células escamosas y posteriormente al
pico de LH tiene mucha diferencia entre perras incluso de la misma raza y
edad ya que son diversos factores los que intervienen para ello, tales como
la estacionalidad, raza, genética, hormonas, alimentacién y clima entre otros
(Figura 2).

Se realizaron de una a cuatro citologias vaginales hasta detectar células

escamosas con el siguiente procedimiento:
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Valoracion y toma de muestras de la perra.

1. Se registro la historia clinica de cada perra.

2. Se limpio el area genital (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
porcion caudal de la vagina.

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

5. Se retiré cuidadosamente el hisopo.

6. Se realiz6 un frotis por rodamiento en una laminilla (se realizaron de 2 a 4
tiras del material en ella cuidadosamente)

7. Se tifid con Wright (se esperaron solo 5 segundos) esta se hizo con un
gotero, se tomo del frasco una porcion de tincion de Wright y se dejo caer
alrededor de 8 gotas por un extremo de la laminilla

8. Se lavo con solucion amortiguadora de Wright, el exceso de la tincion y se
retir6 conla solucién amortiguadora mediante un gotero por uno de los
extremos

9. Se dejo6 secar al aire

10. Se observo al microscopio y se interpreto.

Una vez que la citologia vaginal mostro células escamosas se empezaron a
correr las pruebas de LH sérica con la prueba de Inmuno-Migracién Rapida

de la siguiente manera:

La prueba es una barra con tres casillas enumeradas; la casilla nimero 1
corresponde al depodsito 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.
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Toma de muestra de sangre.

1. Se coloc6 un torniquete en una de las extremidades anteriores

2. Se limpio la zona con una torunda con alcohol

3. Se tomd una muestra de sangre en tubo de ensayo tapdn rojo, sin
anticoagulante de la vena cefélica

4. Se llevo inmediatamente a centrifugar a 1500 revoluciones/min durante 15

minutos

Procedimiento de la prueba de Inmuno-Migracion Répida para LH.

1. Se saco la prueba de Inmuno-Migracién Rapida de la envoltura plateada y
se coloco en una superficie plana y seca.

2. Se tomo6 una muestra del suero sanguineo con un gotero, depositandose 3
gotas del suero en la casilla numero 1 se espero 20 minutos y se interpreto el

resultado en las casillas 2 y 3.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

De las 10 hembras en el estudio, al 30% se les realiz6 una citologia vaginal,
a su vez, se fueron tomando pruebas diarias de LH hasta llegar al resultado
final donde se mostro el pico preovulatorio de LH; en este caso en el andlisis
se obtuvo como promedio el uso de 4 pruebas de LH por perra.

Cuadro 1. Numero de pruebas realizadas para detectar el pico de estro.

Perra | Edad Raza Numero de citologias | NUmero de pruebas
(afos) hasta mostrar células hasta mostrar el
escamosas pico de LH
1 4 Pitbull 6 1
2 2 Bulldog Inglés 4 1
3 5 Criollo 1 5
4 2 Pug 1 3
5 5 Podle 3 1
6 4 Criollo 4 1
7 3 Bulldog Inglés 7 1
8 5 Bulldog Francés 3 2
9 2 Husky Siberiano 1 4
10 3 American Bully 5 1

A dos muestras (20%) se le realizaron 3 citologias y se realizaron de 1 a 2
pruebas de LH. Al resto de las hembras (50%), se les monitoreo mediante 4
a 7 citologias vaginales hasta encontrar la mayoria células escamosas y asi
proceder a realizar la medicion de LH, y en estos casos se utilizd solo una

prueba de LH. Los resultados se observan en el cuadro 2.

Se estima que con este método de diagndstico de Inmuno-Migracion Réapida
para determinar LH, acompafado de citologias vaginales exfoliativas, se
sabra exactamente el momento en que la perra llega a su pico de LH, por lo

que para los criadores sera mas preciso saber el dia en que la perra ovulara
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y asi poder elegir el momento preciso para el apareamiento o inseminacion

con éxito.

Cuadro 2. Resultados donde se observa la prueba de deteccién de LH.

Perra Resultado de la ultima prueba de Relacion Citologia vaginal/LH

No. Inmuno-Migracion Rapida para LH
1 Positivo ( +) 6/1
2 Positivo ( +) 4/1
3 Negativo ( -) 1/5
4 Positivo ( +) 1/3
5 Positivo ( +) 3/1
6 Positivo ( +) 4/1
7 Positivo ( +) 711
8 Positivo ( +) 3/2
9 Positivo ( +) 1/4
10 Positivo (+) 5/1

El método a utilizar para la inseminacién o apareamiento de la hembra sera
decision del propietario teniendo en cuenta que, hoy en dia, es ampliamente
reconocido que uno de los factores fundamentales que influyen en el éxito de

la IA es el control del periodo fértil de la hembra (Lucas, 2011).

La determinacion precisa del momento de la ovulacion permite el éptimo
manejo reproductivo en las perras (Root, 2001). Algunos de los métodos
utilizados para la deteccién del periodo fértil son el ablandamiento vulvar,
durante el proestro el tracto reproductivo se pone edematoso y la vulva y los
tejidos perineales se agrandan y se ponen cada vez mas turgentes en

respuesta al aumento de los estrogenos (England y Concannon, 2002).
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Se debe tener en cuenta que la correlacion entre los cambios fisicos y de
comportamiento durante el estro y el tiempo de ovulacién es pobre. Los
paquetes para la medicion de progesterona para uso en clinica, permiten que
las concentraciones de progesterona sean determinadas cualitativa o semi-
cuantitativamente. Los resultados se obtienen generalmente en un plazo de
45 a 60 minutos de la coleccion de la muestra. La medicion de la
progesterona del plasma usando ELISA ha tenido una amplia aceptacion
clinica y ha producido un incremento significativo de la tasa de prefiez (Root,

2001), sin embargo son métodos muy costosos.

Otros examenes como la endoscopia vaginal o vaginoscopia, permiten
observar el comienzo del pico del periodo fértil, detectado por el inicio de la
contraccion de la mucosa sin formas angulares excesivas, mientras que la
contraccion notoria de la totalidad de pliegues de la mucosa con obvia
angulacién es caracteristica del periodo de fertilizacién. Los apareamientos 6
las inseminaciones se deben planear para que coincidan con el periodo de
fertilizacion, cerca de cuatro dias después de la primera deteccion de la
contraccion de la mucosa, y en el inicio del periodo de angulacién obvia de
los pliegues de la mucosa (Root, 2001).

Con el examen ovarico por ultrasonido, es posible supervisar el crecimiento
folicular y detectar el momento de la ovulacion, También con el examen de la
secrecion cervico-vaginal se ha demostrado que en un numero pequefio de
perras se ha demostrado que la resistencia eléctrica de las secreciones
vaginales, segun lo medido por una prueba comercial de resistencia vaginal,
aumenta durante el proestro y el estro temprano, y disminuye durante
mediados a fines del estro. Estos cambios pueden por lo tanto ser Gtiles para
indicar el periodo fértil, aunque La técnica se ha investigado pobremente en

la perra doméstica (Root, 2001).
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Nuestro estudio con citologia vaginal, por medio de una coleccion seriada,
con tincién y examen microscopico de las células exfoliadas del epitelio
vaginal demostramos que es un método simple para monitorear la etapa del
ciclo estral, aunado al analisis de la LH, midiendo cualitativamente la LH en
plasma periférico es un método confiable y exacto para determinar el
momento Optimo del servicio, coincidiendo nuestros resultados con otros

investigadores (England y Concannon, 2002).

Cada perra es diferente y ninguna raza ovula consistentemente un definido
namero de dias desde el inicio del proestro. Los cambios de comportamiento
y fisicas en la perra durante el estro son en gran medida variable entre

perras y las razas (Littke y Kastelic, 2006).

El monitoreo exacto de cada perra durante cada ciclo estral permite la
estimacion del momento adecuado para el servicio 0 la inseminacion. En la
perra, los oocitos maduran 2 a 3 dias después de la ovulacion, y asi 4 a 5
dias después del pico de LH. El o los servicios se deben planear para que
ocurran durante el "periodo fértil", de 0 a 6 dias después del pico de LH, 6
preferiblemente en el "periodo de fertilizacién", 4 a 6 dias después del pico
de LH (England y Concannon, 2002).

La especificidad de LH y determinacion de la progesterona da una
estimacion mas precisa para cada perra individualmente aumentando la
probabilidad de una gestacion exitosa, el estudio de la hormona es la medida
mas precisa de tiempo de la ovulacion en las hembras, siendo la LH una de
las mas comunmente utilizadas en el hogar, clinicas y laboratorios. El
ensayos que miden la concentracion de LH en suero o plasma es un método
probado y fiable para determinar el tiempo Optimo para aparearse, con la
preocupacion principal siendo que se debe utilizar diariamente para detectar

con precision el dia del pico de LH (Littke y Kastelic, 2006).
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Si acompafiamos la prueba de Inmuno-Migracién rdpida LH con citologia
vaginal exfoliativa estaremos utilizando una medicion mas exacta de la
ovulacion y a la vez estaremos teniendo un ahorro econémico. Si no se hace
citologia vaginal entonces resultard dificil saber en qué momento tomar la
primer prueba de LH, ya que como se menciono anteriormente la variacion
del ciclo ovulatorio es muy diferente de una perra a otra. La citologia vaginal

es claramente una técnica facil y util (Escobedo, 2008).

Aungue los cambios en la citologia exfoliativa vaginal no predicen
prospectivamente el momento exacto de la ovulacion, si orientan para guiar
el punto optimo de la cépula, pudiendo complementarse el diagnoéstico de
celo, lo cual indica que la citologia exfoliativa vaginal debe ser utilizada para
identificar los diferentes estadios del ciclo estral y determinar objetivamente
la etapa de celo, para el empleo, o no, de la inseminacion artificial o la monta
natural (Escobedo, 2008).

Existen diferentes tinciones que pueden ser utilizadas para colorear los
extendidos vaginales. Las técnicas mas sencillas y rapidas seran las elegidas
para realizar en el momento (Stornelli et al., 2006). La tincion modificada de
Wright es facilmente disponible y tiene la ventaja que la preparacion de las

muestras requiere menos de un minuto (Escobedo, 2008).

Por este motivo en el estudio complementario con citologia vaginal exfoliativa
utilizamos la tincion de Wright, ya que es el mas rapido, después de la
evaluacion del porcentaje de células escamosas, se decidio tomar la muestra
de sangre para correr la prueba de Inmuno-Migracion Rapida o

posteriormente tomar otra citologia vaginal exfoliatva.
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Hoy en dia es ampliamente reconocido que uno de los factores
fundamentales que influyen en el éxito de la IA es el control del periodo feértil
de la hembra (Lucas, 2011).

44



VIlIl. CONCLUSIONES
La citologia vaginal exfoliativa acompafiada con la prueba de Inmuno-
Migracion Rapida para LH son excelentes métodos de diagnéstico de la

ovulacion.

Los resultados muestran un procedimiento econdémico para la deteccion

precisa del estro de las perras.
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