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La citoquimica aplicada para la determinacion de fases

del ciclo reproductivo en perras

Resumen

La citoquimica aplicada nos sirve para determinar los cambios
citolégicos en la vagina que suceden en las diferentes razas de perras durante
todas etapas de su ciclo y asi verificar la estacionalidad del mismo (asa, 1992,
Bank, 1996), también para evaluar el comportamiento del ciclo reproductivo
comparando el intervalo entre estros en individuos de la misma raza (Esquivel,
1996), al igual sirve para diagnosticar gestaciéon (Buen, 1997) y diversos
procesos patoldgicos (Esquivel, 1996) como en el caso del tumor venéreo
transmisible y dar un control que conlleve a un tratamiento (Ertinal, 2000).

Existen métodos para diagnosticar, la mayoria de ellos son de alto costo,
y la citologia vaginal es rapida, atraumatica y de bajo costo (Esquivel, 1996).

En la morfometria nuclear se utilizaron 6 pardmetros nucleares para
evaluar la poblacion de células epiteliales del endometrio (area nuclear,
perimetro, diametro, densidad, aspecto y redondez de las células epiteliales del
endometrio) en las diferentes etapas del ciclo reproductivo, antes de la
pubertad y en hembras afectadas con trastornos uterinos. Las etapas del ciclo
estral se determino por citologia vaginal (Groppetti, 2010).

En hembras caninas el aislamiento de levaduras de la mucosa vaginal
sufre alteraciones en las fases del ciclo estral, las cuales conducen a cambios
morfologicos clinicos y citolégicos en la mucosa vaginal, ademas hay levaduras
gue forman parte de la microbiota vaginal de perras sanas como lo son:

Candida spp., Malassezia pachydermatis, Rhodoturola spp. (Cleff, 2007)

Palabras claves: citologia vaginal, ciclo reproductivo, procesos patoldgicos,

morfometria nuclear, ciclo estral, levaduras.
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INTRODUCCION

El estudio citologico sirve para diagnosticar diversos procesos
patolégicos como son: alteraciones inflamatorias y pudiendo determinar en
muchos de los casos la etiologia de éstas (bacteriana, viral, nicotica,
parasitaria, etc.); y enfermedades neoplasicas benignas y malignas, primarias o
metastasicas, distinguir entre ellos para asi proporcionar al animal enfermo un
tratamiento oportuno y adecuado (Esquivel, 1996). En el caso de la citologia
vaginal, ademas de todo lo sefialado se pueden determinar etapas del ciclo

estral y gestacion (De Buen, 1997).

Existen en la actualidad un sin fin de métodos diagndsticos, la mayoria
de ellos injustificados y de alto costo, la citologia escapa a ellos ya que es
precisamente lo contrario a los anteriores, rapido, atrauméatico y de bajo costo
(Esquivel, 1996).

Se reconoce la utilidad que tienen los cambios en la citologia vaginal
para determinar la etapa del ciclo; esta técnica es Gtil para duefios inexpertos,
por su sencillez y su caracter rutinario. En relacion a las complicadas técnicas
de diagnéstico basadas en examenes citoldégicos vaginales en los humanos es
de poco uso adicional que se ha dado el examen celular de las perras, como no
sea para seguir las fases ciclicas y en especial, detectar el momento de la

ovulacion (Esquivel, 1996).

Las técnicas citologicas son Utiles para la evaluacion de los aparatos
reproductores masculino y femenino. Sin embargo, su utilidad no se refiere sélo
al diagnostico de enfermedades; también ayudan a determinar el potencial
reproductivo del semen del macho y la etapa de estro en perras y gatas. Los
diferentes métodos utilizados incluyen eyaculacién, masaje, lavados, biopsia

por aspiracion y raspados (Banks, 1996).

La citologia vaginal es una técnica utilizada para determinar en que
etapa del ciclo estral se encuentra la perra y principalmente el momento mas
adecuado para realizar la monta natural o la inseminacion artificial. También se
utiliza para evaluar la concentracion hormonal (E;) y detectar patologias locales
(Asa, 1992).



Esta técnica se ha utilizado también en animales silvestres como el
chita, se evalu6 el uso de la citologia vaginal para seguir los ciclos ovaricos y
de prefiez (Asa, 1992).

Ademas esta técnica es utilizada también en animales domésticos como
la oveja y la vaca, aunque es limitada la informacion con la que se cuenta (Lafi,
1997).

El epitelio vaginal estéd grandemente influenciado por hormonas ovaricas
en la hembra. Por consiguiente, los cambios en la morfologia han sido
utilizados para determinar el estado fisiolégico o patologico y por lo tanto el
nivel de hormonas durante varias etapas del ciclo estral en animales y durante
el ciclo menstrual en humanos. La citologia exfoliativa es usada en animales de
laboratorio sin embargo en las perras ésta es usada para predecir las fases del
ciclo estral y seleccion del momento oportuno de su cruzamiento. También se
ha utilizado en la evaluacion de la funcién reproductiva en otras especies

incluyendo gatos y ratas (Concannon, 1986).

ANTECEDENTES

En base a que la citologia vaginal exfoliativa se basa en identificar el tipo
y cantidad de células presentes en diversos casos patolégicos (Ertinal 2000).

Erinal Moral N. et al., de la Facultad de Medicina Veterinaria,
Departamento de Obstetricia y Ginecologia de la Universidad de Ankara,
presenta su articulo y lleva por titulo “El uso de la citologia exfoliativa para el
diagnoéstico de tumor venéreo transmisible y para llevar un control durante el
periodo de recuperacion de la perra”, en su articulo del afio 2000. Reporta la
aplicacion de Sulfato de Vincristina para el tratamiento de tumor veneéreo
transmisible (TVT). La evolucion y los resultados de este estudio fueron
evaluados por citologia vaginal hasta que no se encontraron células atipicas
en el frotis, y 12 meses después se efectu6 una segunda evaluacion por
citologia vaginal con el fin de controlar el proceso de recuperacion o de su

posible reaparicion el cual no se encontraron células atipicas (Eriinal 2000).



Una de las neoplasias mas frecuentes en caninos es el tumor venéreo
transmisible (TVT), afecta a machos como a hembras en el tracto genital
(Prado 2006).

Prado de Brito Claudia et at., del Departamento de Reproduccién Animal
de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad de San Paulo, San
Paulo Brasil. Su articulo tiene como titulo “Determinacién de los receptores de
estrogeno — a por Inmunohistoquimica en tejidos vaginales de perras con
tumores controlados y afectadas con TVT vy la relacion entre concentraciones
séricas de estradiol - 17 y progesterona”, en su articulo del afo 2006 (Prado
2006).

En este estudio se observo a 2 grupos: a) Grupo de tumores (TVT) y
Grupo controlados (SANAS), de las cuales las perras controladas en anestro,
proestro, estro tuvieron mayor expresion de estrégenos (ER —a) que las perras
en diestro. Dentro del grupo de Tumores las perras en diestro tuvo una
significativa expresion mas alta de estrogenos (ER —a). Como conclusion el
tejido vaginal de las perras del grupo de tumores bajo diferentes esteroides son
influenciados de distinta manera, tienen diferente expresion ER —a, mientras
que en los tejidos neoplasicos la expresion ER —a no estuvo presente (Prado
2006).

Los nuevos enfoques de diagndéstico reproductivo en perras reconocen
los principios de hipofertilidad o infertilidad canina, para esto se recomienda
conocer e identificar los diferentes tipos citoldgicos, aspectos celulares y
caracteristicas nucleares de las células epiteliales del endometrio (Groppetti
2010).

Groppetti D., et al., del Departamento de Ciencias Clinica Veterinaria,
Unidad Reproduccién, Universidad Degli Estudio Milano, Milan, Italia. Tiene el
articulo de nombre “Citologia endometrial y el analisis morfométrico
computarizado de los nucleos epiteliales: una herramienta util para el
diagndstico reproductivo en la perra, en su articulo del afio 2010. El hizo un
estudio sobre la morfometria nuclear la cual se realizaron muestras citoldgicas
por medio de los seis parametros nucleares elegidos para evaluar la poblacion

de células epiteliales del endometrio (area nuclear, perimetro, diametro,
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densidad, aspecto y la redondez de las células epiteliales del endometrio) en
las diferentes etapas del ciclo reproductivo, empezando desde antes de la
pubertad durante el ciclo estral; proestro, estro, diestro y anestro y en hembras
afectadas por trastornos uterinos. Las etapas del ciclo estral fue determinada
por citologia vaginal. Este sistema ha demostrado ser util para determinar la
fase del ciclo reproductivo y como soporte valido para diagnosticar y diferenciar
los trastornos uterinos (Groppetti 2010).

En relacion al ciclo reproductivo de las hembras caninas el aislamiento
de levaduras de la mucosa vaginal sufre alteraciones de acuerdo con los
cambios en las fases del ciclo estral, los cuales conducen a cambios

morfologicos clinicos y citolégicos en la mucosa vaginal (Cleff 2007).

Cleff M B et al., Alumno de Maestria de Pos- Graduados en Veterinaria,
de la Facultad de Veterinaria (FAVET) de la Universidad Federal Pelotas
(UFPel), Pelotas, Brasil. Menciona el titulo de su articulo “La caracterizacién de
la microbiotalevaduriforme residente en la vagina de perras en diferentes fases
del ciclo estral, en su articulo del afio 2007. En el estudio se tomaron muestras
de la vagina de perras: grupo | perras mestizas particulares (caseras), grupo Il
perras mestizas experimentales (provenientes del canil experimental Hospital
Clinica Veterinaria HCV). El ciclo estral fue determinado por citologia vaginal y
se registraron observaciones clinicas como sangrado, edema y pliegues de
vulva. El grupo Il tuvo mayor tasa del 65.6% de levaduras en su ciclo estral de
la perra, el porcentaje iva en aumento del proestro al anestro, sin en cambio el
grupo | tuvo tasa del 33%, esto pudo haber ocurrido al largo periodo en que los
animales del grupo Il estuvieron confinados con limitacién al ejercicio, episodios
de celos, ocasionando de estrés lo que podria facilitar la proliferacion de

levaduras, ademas se obtuvo un mayor numero de muestras.

Cabe indicar de acuerdo a estos resultados que las levaduras como
Candidaspp., Malasseziapachydermatis, Rhodoturolaspp., forman parte de la
microbiota vaginal de perras sanas y sus frecuencias se alteran en las fases del
ciclo reproductivo (Cleff 2007).



Anatomia y fisiologia del aparato reproductor de la hembra
El aparato reproductor de la hembra estd formado por, a) Organos

Internos:

Ovarios, oviductos, Utero, cervix, vagina, vestibulo; b) Organos Externos:

Clitoris, vulva.

Organos internos
Los 6rganos internos estan sostenidos por el ligamento ancho, el cual
estd integrado por el mesoovario que sostiene al ovario, mesosalpinx que

sostiene al oviducto y el mesometrio que sostiene al utero (Esquivel, 1996).

Ovarios

Son 6rganos aplanados y de forma oval, miden aproximadamente 2 cm
de longitud y estan situados a 2 cm por detras del polo posterior del rifion a
nivel de la 32 y 42 vértebra lumbar. El ovario derecho se ubica entre la porcion
derecha del duodeno y la pared abdominal derecha, en tanto que el izquierdo
se encuentra lateral al bazo. Ambos ovarios estan encerrados en la bolsa
ovarica, (Esquivel, 1996; McDONALD 1991) la cual tiene una hendidura. Esta
bolsa esta formada por dos capas que contienen grasa y fibras de musculo liso
(Esquivel, 1996).

Desde que la perra nace, los ovarios contienen todos los 6vulos que
usard durante su vida (Esquivel, 1996). Los ovarios de la perra recién nacida
contienen un estimado de 700,000 oocitos que disminuyen a 250,000 a la
pubertad, 33,000 a los 5 afios de edad y solo permanecen 500 hacia los 10
afos de edad. Obviamente la mayor parte de estos foliculos sufren atresia en
diferentes etapas del desarrollo folicular y los oocitos se degeneran (McDonald,
1991). Después de la pubertad, una ola de foliculos se desarrollan con cada
estro (Esquivel, 1996; McDonald, 1991). Después de la ovulacion los 6vulos
son transportados de los ovarios a los oviductos (Weil, 1996).

El ovario, permanece en la cavidad abdominal y es considerado como
glandula de funcién exdcrina por la liberacion de ovulos y de funcién enddécrina

por su produccion hormonal (Esquivel, 1996).



Este drgano tiene dos capas: la corteza, caracterizada por la presencia
de foliculos, cuerpos lateos o ambos, y la médula, formada por tejido conectivo
fibroeléstico, nervios y vasos sanguineos. (Esquivel, 1996)

Oviductos
Los oviductos o trompas de Falopio son estructuras tubulares que
comunican al ovario con su respectivo cuerno uterino (WEIL, 1996), miden de 5
a 8 cm de longitud y estan intimamente relacionados con los ovarios; se
encuentran sostenidos por el mesosalpinx y estan formados por tres porciones:
a) Infundibulo: tiene forma de embudo y esta cerca del ovario, es
la estructura que capta al 6vulo cuando es liberado.

b) Ampolla: es la porcion media y su lumen es el diametro mas

amplio que el istmo.

C) Istmo: es la conexién del cuerno uterino con el oviducto
(Esquivel, 1996).

La fertilizacion toma lugar en los oviductos. Una vez que los 6vulos son

fertilizados, son transportados hacia el utero (Esquivel, 1996).

Utero

En la perra, el Gtero se clasifica como bicérneo. Es un 6rgano formado
por 2 cuernos estrechos, un cuerpo y un cuello (Esquivel, 1996).

Los cuernos miden aproximadamente de 12 a 15 cm de longitud
variando segun la raza , y el cuerpo mide de 2 a 3 cm de longitud (Esquivel,
1996) .

El Utero es el lugar de implantacion y crecimiento de los fetos (Well,
1996).

Histologicamente el Utero esta formado por una serosa o perimetrio, una
capa muscular o miometrio y una mucosa o endometrio, encontrandose en esta
altima glandulas tubulares simples rodeadas de epitelio columnar (Esquivel,
1996).



Cérvix

Es el 6rgano que separa al Utero de la vagina, evitando el contacto del
lumen uterino con el exterior, a excepcion del momento del parto y del periodo
de estro. El conducto cervical en la perra se caracteriza porque es vertical, con
la abertura uterina dorsal y la abertura vaginal en posicion ventral. El cérvix
esta formado por una capa circular de fibras musculares elasticas y una
mucosa formada por un epitelio que contiene células productoras de moco
(Esquivel, 1996).

Vagina

Es un érgano largo y estrecho, que sirve para la copula, se encuentra
situada entre el cérvix y el vestibulo. Su porcion més anterior es un fondo de
saco que se extiende hacia delante en direccién del cuello. La vagina esta
formada por una capa serosa, una capa muscular formada por fibras
musculares gruesas y una mucosa con pliegues longitudinales y pequefios
pliegues transversales, que facilitan el aumento de su didmetro y longitud. Los
pliegues longitudinales terminan en el orificio uretral, donde se une la vagina

con el vestibulo. (Esquivel, 1996).

Vestibulo

Es la porcion que se extiende desde la vagina hasta la vulva,
identificandose la unién entre vagina y vestibulo por la presencia del orificio
uretral, el cual se proyecta desde el piso de la porcién craneal del vestibulo. En
el piso vestibular se encuentran los bulbos vestibulares, que son masas
alargadas de tejido eréctil y son homélogos al bulbo peneano del macho
(Esquivel, 1996).

Organos externos

Clitoris

Es el homologo del pene en la hembra, es pequefio, ancho y plano
localizado en el piso del vestibulo cerca de la vulva, mide aproximadamente de
3 a 4 cm y tiene dos porciones: un cuerpo formado de grasa y un glande
pequefio de tejido eréctil situado en la fosa del clitoris. Esta fosa no debe

confundirse con el orificio uretral (Esquivel, 1996).



Vulva

Es un 6rgano que tiene 2 labios que forman una comisura dorsal y una
ventral. Su mucosa es lisa, de color rojo y presenta en ocasiones pequeias
prominencias producidas por nodulos linfaticos. Los labios estan formados de
tejido elastico, grasa y una capa delgada de musculo liso y su textura es igual a

la de la piel (Esquivel, 1996).

Irrigacion e inervacion

La irrigacion esta dada por ramas que provienen de la arteria pudenda
interna, estas ramas son: a) Arteria y vena urogenital; rama craneal (arteria y
vena uterina) y rama caudal (arteria y vena vaginal); b) Arteria y vena perineal;
c) Arteria y vena del clitoris; d) Arteria y vena vestibular y e) Arteria y vena
ovarica (Esquivel, 1996).

La inervacion esta dada por ramas que provienen del nervio pudendo y
se distribuyen en el Gtero, vagina, vestibulo, vulva, labios y clitoris, estas ramas

son:
Nervio perineal y b) Nervio dorsal del clitoris (Esquivel, 1996).

Pubertad
La pubertad es el periodo de la vida en el que comienza la funcién de los

organos reproductores.

La edad a la que las perras alcanzan su pubertad es muy variable, la
raza es un factor determinante para la presentacion del primer estro.
Generalmente las perras tienen su primer celo algunos meses después de
alcanzar su peso y tamafno adulto, lo que ocurre entre los 6 y 10 meses de
edad en las razas pequefias y entre los 18 y 24 meses en las razas grandes
(Esquivel, 1996). Las perras ciclan a lo largo de toda su vida, no habiendo un
equivalente a la menopausia de la mujer, aunque la fertilidad puede disminuir a

partir de los 7 afios de edad. (De Guinea, 1994).



Etapas del ciclo estral

Los registros disponibles de colonias de perros indican que en la perra el
estro se presenta todo el afio con una ligera concentracion al final del invierno o
principio de la primavera (McDonald, 1991).

Las perras experimentan actividad ovarica, cruzas y partos en todos los
meses del afio pero estos procesos tienden a tener un sutil pico a finales del
invierno/principios de la primavera y también en otofio (Concannon, 1987;
McDonald, 1991).

Hay algunos indicativos de que los perros callejeros tienen su primer
estro mas temprano que los perros de raza o aquellos que viven en casa. Esto
es extremadamente dificil de probar, simplemente porque hay un mayor
namero de variables que afecten estas dos poblaciones (Concannon, 1987).

Después de que la perra alcanza la pubertad, entre 6 y 24 meses de
edad, serd sexualmente receptiva (estro) dos veces por afio. El periodo
promedio entre calores es de 7 meses. El calor puede ocurrir en cualquier
época del afio con un promedio de 9 dias (con un rango de 3 a 21 dias) (Floss,
2001).

La edad ideal para cruzamiento es entre 2 y 6 afios. El primer
cruzamiento se recomienda durante el 2° 6 3* estro, "después" de que el
propietario haya sido testigo de un ciclo ovarico normal completo (Concannon,
1987).

El ciclo reproductivo en la perra tiene 4 fases distintas. Estas fases son
influenciadas por hormonas, las cuales son responsables de los cambios en el

tracto reproductivo y del comportamiento de la perra (Floss, 2001).

El ciclo estral canino se divide en: Proestro, estro, diestro y anestro. No
se habla de un metaestro ya que en la perra los eventos caracteristicos del
metaestro (fase lutea) como son la disminucion de estrégenos, la formacién de
los cuerpos hemorragicos y su transformacion en cuerpos lGteos se presentan
mientras la perra sigue en estro, por lo tanto solo debe referirse al diestro como
la etapa de influencia progestacional ya que el metaestro se superpone con el
estro (Esquivel, 1996).



Proestro

Esta etapa se considera como el inicio del ciclo estral, ya que es cuando
empieza a sangrar la perra (Esquivel, 1996; Weil, 1996). En general se acepta
que el primer dia de sangrado representa el primer dia del proestro (McDonald,
1991). A diferencia del sangrado menstrual en el humano (el cual resulta del
desprendimiento del tejido endometrial si la implantacion no ocurrio), el
sangrado del proestro resulta del incremento de sangre que abastece las
paredes uterinas en preparacion para una posible implantacion. (Weil, 1996; De
Buen, 1997).Esta secrecidon es resultado de la pérdida de eritrocitos hacia el
lumen uterino por diapédesis (Esquivel, 1996; Concannon,1987; De Buen,
1997; Jones, 1982) y de una ruptura capilar subepitelial del endometrio
(Esquivel, 1996; Concannon,1987; De Buen, 1997), el volumen del sangrado
uterino y la subsecuente descarga vaginal varia de perra a perra
(Concannon,1987), en algunas razas es frecuente el sangrado profuso, por
ejemplo, el ovejero aleman, saluki y San Bernardo. En otras la pérdida es tan
grande como para producir anemia. Si esto ocurre encada ciclo esta indicada la
ovariectomia (Jones, 1982). La respuesta de la perra a esta descarga es

también variable (Concannon,1987).

Los cambios en color de la descarga vaginal son inconstantes, algunas
perras muestran esta descarga a lo largo del proestro, estro y diestro, mientras

que otras sangran poco o solo al inicio del proestro (De Buen, 1997).

En esta fase se lleva a cabo el desarrollo folicular por efecto de la FSH,
encontrandose niveles bajos de LH y de progesterona (De Buen, 1997).

El inicio del proestro se establece en forma gradual en una serie de
cambios secuenciales anatdmicos y conductuales inducidos por estimulacion
gonadotropica, y subsecuente desarrollo folicular e influencias estrogénicas
ejercidas durante el final del anestro (McDonald, 1991).

El Proestro empieza con un engrosamiento del endometrio uterino y
luego una turgencia vaginal (Weil, 1996). Esta fase usualmente dura 7 a 10
dias (Weil, 1996) con un promedio de 9 (Esquivel, 1996; Concannon,1987), sin
embargo, las variaciones que son consideradas normales pueden ser

extremas, tan breve como 2-3 dias o tan prolongado como 25 dias
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(Concannon,1987) con un promedio de 8 al3 dias (Jones, 1982). Estos
extremos en la duracibn normal del proestro pueden ser confusos, y su
significado esta ampliamente asociado con la evaluacion de infertilidad
(Concannon, 1987).

Como ya se mencion6 en este periodo hay crecimiento folicular y es la
etapa que precede al estro. La hormona foliculoestimulante (FSH) es la
responsable del crecimiento folicular, bajo su influencia del foliculo en
desarrollo empieza a secretar estrégenos (Floss and Root-Kurtritz,2001) dando

como resultado la presentacion de los siguientes signos clinicos:
a) Edema e inflamacion vulvar

b) Secrecion sanguinolenta. La secrecion vaginal varia en cantidad
dependiendo de la raza, y puede haber confusién para detectarla,
sobre todo en perras de pelo largo. En algunas perras sélo se
observa que se lamen en exceso y en perras negras no se aprecia la

secrecion.

c) Secrecion de feromonas que atraen al macho, pero la perra no

acepta la monta aun. (Esquivel, 1996; De Buen, 1997).

El inicio de la inflamacion vulvar es variable; algunas veces se presenta
dias antes del sangrado, otras durante éste y en ocasiones se retrasa hasta
gue se inicia el estro (Jones, 1982).

Durante el proestro, la perra tiende a estar excitable, inquieta y puede
perder el apetito; en general se incrementa la ingestibn de agua y tiende a
orinar frecuentemente y casi siempre con evidencia de demarcacion de
territorio (Jones, 1992; Concannon,1987). Se vuelve muy juguetona. Mantiene
su cola firme entre las piernas y cubriendo la vulva. El proestro esta
relacionado con inflamacion y turgidez de la vulva, esto podria impedir la
introduccion del macho. En el estro la vulva se suaviza dramaticamente y se
elimina este obstaculo. (Concannon,1987).

Al mismo tiempo, los machos se muestran notablemente mas

interesados, ante todo inquisitivos y con débiles intentos de monta que son
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vigorosamente rechazados, (Jones, 1982) la perra no aceptara al macho para
el apareamiento y puede aun ser agresiva con €l (McDonald, 1991).

En el proestro tardio, una segunda hormona, la progesterona, empieza a
incrementar mientras los estrégenos comienzan a declinar. La combinacion de
estos dos eventos es causa de que la perra demuestre receptividad al macho.
(Floss, 2001).

Estro

Se considera estar en estro cuando acepta, se presenta y forma con
éxito el vinculo copulatorio con el macho (McDonald, 199; Concannon,1987).
La libido no solamente es variable entre razas e individuos, sino que, en
programas de cruzamiento controlado, hay seleccion natural, lo que debe
tomarse en cuenta para evaluar el comportamiento de aceptacion. Muchas
perras rechazaran vigorosamente o por lo menos resistirdn pasivamente las
atenciones de un macho, mientras que mostraran una aceptacion entusiasta a
otro (Jones, 1982).

Tomando en cuenta lo anterior, el primer dia que la hembra acepta el

cruzamiento es el inicio del estro (Concannon,1987).

La perra esta en estro tanto tiempo como acepte el perro para
apareamiento (McDonald, 1991). El otro criterio para definir el final del estro es

por medio de la citologia vaginal (Concannon, 1987).

La duracion del estro puede ser de 3 a 20 dias, con un promedio de 9
dias, por lo tanto es dificil establecer un patrén estandar para todas las perras
(Esquivel, 1996) Hay perras que solamente pueden aparearse en un dia del
ciclo, ya sea por la fase de aceptacion de la hembra o por el interés que
muestra el macho. La mayoria de las perras pueden aparearse en 4 6 5 dias; y
en algunas, el estro persiste por 9 e incluso 10 dias (Jones, 1982). Similar al
proestro, la duracién de esta fase puede variar dramaticamente entre perras
normales, ser tan breve como 1 a 2 dias o tan prolongado como 18 a 20 dias.
Las perras son individuos constantes de ciclo a ciclo dentro de 2 a 6 afos de

edad. Sin embargo, las variaciones entre y dentro de las razas hacen que se
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dificulte la prediccion de la duracion del proestro o estro en cualquier perra
(Concannon, 1987).

Los foliculos de Graff alcanzan su total desarrollo, por lo tanto los niveles
sanguineos de estrogenos estdn elevados (De Buen, 1997). El pico de
estrogenos se alcanza 1 a 2 dias antes del inicio del estro, ocurriendo la
ovulacion 24 a 48 horas después de haberse iniciado el estro (Esquivel, 1996).

La transicion de proestro a estro ocurre con una significativa caida de E;
lo que refleja la maduracion de los foliculos. Al mismo tiempo los foliculos
ovaricos empiezan a secretar progesterona. Esta elevacion de progesterona
causa la liberacion de hormona foliculoestimulante (FSH) asi como la hormona

luteinizante (LH), las cuales son secretadas por la hipdfisis (De Buen, 1997).

El primer dia de estro la hormona luteinizante (LH) alcanza su pico
méaximo, (De Buen, 1997) y es responsable de iniciar la ovulacion, lo cual
ocurre en el estro temprano. Una vez ocurrida la ovulacién, ese sitio se vuelve
cuerpo luteo y el 6évulo empieza a madurar a oocito secundario y viaja del
oviducto hacia el utero. El 6vulo madura en el oviducto en 4-5 dias, después la
fertilizacion puede suceder (Weil, 1996).

La hembra muestra signos clinicos de celo mientras existan niveles
circulantes de estrogenos. Los signos clinicos son principalmente cambios de
comportamiento; la hembra se torna receptiva al macho, contrae la regién
perineal al contacto con el mismo y se queda quieta apoydndose en sus
extremidades para facilitar la penetracion. También existen algunos signos
fisicos: especialmente en cuanto al reflejo de ladear la cola (Jones, 1982), la
vulva se torna flacida, decrece la inflamacion (Floss,2001), la secrecion vaginal
puede continuar y puede ser de un color rosado, incluso incolora, o seguir
siendo hemorragica hasta que se inicia el metaestro (Jones, 1982; Esquivel,
1996; McDonald, 1991; De Buen, 1997).

Metaestro y Diestro
Puesto que la perra ovula mientras se encuentra en estro, el
metaestro, definido como el periodo de formacién y el inicio de secrecién de
progesterona por los cuerpos luteos recién formados, se presenta en su

totalidad durante el periodo de estro. Basado en los niveles sanguineos de
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progesterona, el metaestro dura de tres a cinco dias y sélo tiene interés
académico en la perra (McDonald, 1991; De Buen, 1997).

Al inicio de esta fase aun puede encontrarse algo de edema en los labios
vulvares (De Buen, 1997).

Aceptando que la perra ha ovulado, estara bajo la influencia lutea
durante un periodo de 6 a 10 semanas. El cuerpo Iiteo debe involucionar
aproximadamente a los cuarenta y dos dias, aunque puede persistir mas
tiempo (McDonald, 1991).

El diestro se define como la fase de dominio de la progesterona. El
diestro empieza con el rechazo de la perra a cruzarse que es el cese del estro
(McDonald, 1991; Concannon,1987; Floss,2001) y es la etapa del ciclo en la
cual los cuerpos luteos son totalmente funcionales, (McDonald, 1991) y finaliza
cuando las concentraciones de progesterona en sangre regresan a niveles
basales (< 1.0 ng/ml) (McDonald, 1991).

Basado en niveles de progesterona superiores a 1.0 ng/ml en la sangre,
el diestro dura un promedio de 65 dias pero puede ser de 55 a 90 dias 0 mas.
Las cifras para la duracién del diestro, dados en la literatura varian
considerablemente dependiendo de los criterios utilizados para definir el final
del diestro (McDonald, 1991).

El diestro normalmente ocurre 4 a 8 dias después de la ovulacion. El
cuerpo liteo mantiene la sintesis y secrecion de altos niveles de progesterona.
En una perra prefiada, estos niveles estan elevados hasta el momento del
parto, usualmente 61 a 63 dias después de la ovulacién. Si la perra no se
prefia los niveles de progesterona declinan lentamente. A causa de que los
niveles de progesterona son altos también en perras no prefiadas, estos no
pueden ser usados para diagnosticar gestacion (Weil, 1996).

Dentro de los signos clinicos del diestro figuran:
a) La hembra rechaza la monta del macho
b) La hembra ya no atrae a los machos

c) La vulva regresa a su tamafio normal (tamafio anestral),

desapareciendo la flacidez y la secrecion.
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Hacia el final del estro, algunas perras pueden rehusarse al
apareamiento con el macho un dia, pero aceptarlo el dia siguiente. Esto se
observa frecuentemente en perras jovenes, en particular cuando el macho es
persistente y agresivo. Debido a esta conducta dicotomica, es aconsejable
considerar a la hembra en diestro cuando rehusa el apareamiento durante dos

dias consecutivos (McDonald, 1991).

Gestacion

La duraciéon de la gestacién en la perra es de 63 dias promedio, con
variaciones desde 58 a 66 dias. Se inicia con la fertilizacion, la cual ocurre en el
estro, sin embargo debido a las caracteristicas del desarrollo embrionario en la
perra la gestacion se debe contar a partir del final de la receptividad sexual o
cuando la citologia vaginal indique que el estro ha terminado. Tanto en las
perras gestantes como en las no gestantes, los niveles de progesterona son
muy similares decreciendo a los 63 dias en hembras prefladas para la
presentacion del parto y a los 100 dias en las hembras no gestantes (Esquivel,
1996).

El desarrollo embrionario preimplantacion se inicia en el oviducto y el
embrion entra en el Gtero de la perra en la Ultima etapa o inicial de blastocito 8
a 10 dias después de la ovulacion. Los sitios de implantacion se distinguen
hacia el dia 10 del diestro (McDonald, 1991).

Las expansiones uterinas en los sitios de implantaciéon pueden palparse
transabdominalmente a partir del dia 22 y hasta el dia 30 de la gestacion. El
diagnéstico radiolégico de gestacion es posible 42 a 46 dias después del inicio

del estro cuando los huesos del feto se vuelven radiopacos (Esquivel, 1996).

Las secreciones vaginales posparto contienen muchos neutrofilos y
eritrocitos, ademas de restos hasta de dos semanas. Pueden encontrarse
células epiteliales endometriales esponjosas. En el caso de que los cachorros
hayan sido macerados en utero, es posible observar fibras musculares (Banks,
1996).
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Anestro

El anestro se define como el tiempo que transcurre entre el final de la
fase lutea (diestro en perras vacias o0 gestacion en perras gestantes) y el
principio de la fase folicular (Proestro). El anestro también se ha definido como
un periodo de inactividad del eje ovario — hipofisis (Esquivel, 1996). Esta
definicion ya no es sostenible puesto que los descubrimientos recientes indican
que los ovarios de la perra estdn bastante activos y sensibles a estimulacion
gonadotrépica enddgena, semanas antes del siguiente proestro (McDonald,
1991).

El anestro es el periodo de descanso entre el parto y el inicio del
siguiente ciclo en una perra que se prefia (Weil, 1996). El inicio del anestro en
perras que no quedaron gestantes es dificil de detectar ya que no existe un
cambio claro entre la finalizacion del diestro y el inicio del anestro (Esquivel,
1996; Weil, 1996). En cambio en las perras gestantes es evidente que el parto
marca la diferencia entre gestacion y el inicio del anestro(Esquivel, 1996). El
anestro dura un promedio de 120 dias, pero puede variar de 40 a 270 dias
(McDonald, 1991),0 hasta un afio o mas (Spano, 2002); y permite que el Utero
se recupere de la gestacion y parto (Weil, 1996),ocurre la involucion uterina o

bien la preparacién del Gtero para el siguiente ciclo (Esquivel, 1996).

El estimulo por el cual el anestro se termina para dar lugar al inicio de un
nuevo ciclo, todavia no ha sido claramente explicado. No hay diferencia clinica

entre la perra diéstrica y la perra anéstrica (Esquivel, 1996).

Durante esta etapa las perras deben estar normales tanto fisicamente
como en comportamiento. Desde hace tiempo, los criadores opinan que las
perras que por habito entran en celo a intervalos de cuatro meses 0 menos,
son infértiles a futuro. A diferencia de otras creencias, esta opinién pudiera
tener base logica: si una perra no ovula, no habra cuerpos luteos, por tanto
tampoco habra fase latea lo que reducira el ciclo aproximadamente de seis a

ocho semanas (Esquivel, 1996).

16



Numero de estros por afio en algunas
razas de perros (McDonald, 1991)
Raza Promedio/afio
Basenjii 1.0
Basset hound 2.0
Beagle 1.5
Boston terrier 1.5
Cockerspaniel 2.0
Pastor aleméan 2.4
Pequinés 1.5
ToyPoodle 1.5

INTERVALO ENTRE ESTROS

En promedio las perras empiezan el proestro aproximadamente cada 7
meses (Richards, 1997; Concannon, 1987), pero algunas perras pueden ciclar
cada 4 meses y algunas cada afo. El intervalo interestros (periodo desde el fin
del celo al inicio del siguiente proestro) es de 5 a 11 meses. La duracién del
ciclo estral y del intervalo entre estros son diferentes para cada perra pero la
mayoria de las perras aciertan a alguna parte dentro del promedio (Richards,
1997).

Un intervalo interestro normal corto de 3.5 meses y largo de 13 meses.
El intervalo interestros mas frecuente es cada 4 meses, sin embargo, son con
frecuencia asociados a infertilidad y los largos de cada 12 meses pueden estar

asociados con subfertilidad o infertilidad (Concannon,1987).

El intervalo es el mismo si ella queda prefiada (Concannon, 1987), lo
gue sugiere que el anestro de lactancia no contribuye ni alarga el anestro o

intervalo entre estros consecutivos (McDonald, 1991).
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El pastor aleman es una raza cuyo ciclo es cada 4 a 4.5 meses,
manteniendo su fertilidad. Mas que confiar en el conocimiento de cada raza, se
usa 5 a 11 meses como intervalo normal. La mayoria de las perras de 2 a 6
afos de edad son relativamente constantes en la duracion del ciclo y también

en la duracién de cada fase (Concannon,1987).

El intervalo interestrual es muy variable entre razas y entre hembras de
la misma raza, y es probable que esté influenciado por condiciones
ambientales e interacciones sociales. Después de la pubertad las perras ciclan
cada 4 a 12 meses. El intervalo interestral promedio es de aproximadamente 7
meses (Banks, 1996).

Intervalo entre estros (McDonald, 1991)
Raza Intervalo en meses
Basset hound 5.8
Beagle 7.4
Boston terrier 8.1
Boxer 8.0
Chihuahua 7.2
Cocker spaniel 5.0
Dachshund 7.0
Pastor aleméan 5.0
Pequinés 7.7
Terrier escocés 6.5
ToyPoodle 8.0

A medida que los perros envejecen y pasan mas alla de la edad 6ptima
para cruzamiento (7 afos aprox.) muchos cambios pueden ocurrir:

alargamiento progresivo en la duracion del intervalo interestros, reduccion en la
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camada, incremento en los defectos congénitos, y problemas al parto
(Concannon, 1987).

Las perras sanas normalmente experimentan ciclos ovéricos a lo largo

de su vida (Concannon, 1987).

Celos silenciosos:

Celos mudos, poco intensos, descoloridos o silenciosos.

Un estudio efectuado en una colonia de reproductoras ha demostrado la
existencia de normalidad hormonal en algunas perras en las que no se observo
proestro ni estro. Se desconoce la frecuencia de este fendmeno en las perras
en general (Allen, 1992).

En perras con una fertilidad reducida, se observa que algunas perras
inician un proestro normal que finaliza transcurridos 5 a 6 dias. Se desconoce
la causa aunque se dice que se encuentra asociada con vaginitis, en la
actualidad no existe explicacion para esta anomalia (Allen, 1992).

La experiencia de los propietarios, de perros de pelo largo (el sangrado
vulvar es facil de ver en perros de pelo corto), la limpieza del perro (lamerse
demasiado es mas propenso a aumentar el sangrado), y la presencia de un
macho en la casa son algunas variables para determinar la facilidad con la cual

un propietario puede darse cuenta del estro (Concannon, 1987).

Se ha comentado que el proestro siempre ocurre, pero como fue débil no
se detectd porque es poca la inflamacion vulvar, el sangrado, la atraccion a
machos, o los cambios de comportamiento pueden ser asociados con estros en
perras jovenes (Concannon,1987). Sin embargo, esta explicacién no es del
todo satisfactoria, ya que criadores experimentados esperan ansiosamente la
aparicion del celo en una perra en particular, examinandola diariamente con tal
cuidado que es poco probable que no aprecien la menor sefal. En estos casos,
la perra muestra inflamacion vulvovaginal, la vulva se nota himeda y activa, el
flujo vaginal es escaso, es de naturaleza serosa, incoloro o cuando mucho con

un tenue matiz rosado (Jones, 1982).

Los machos experimentados que estén en contacto de inmediato

muestran interés y la perra esta receptiva los dias 1-4 después de que
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ocurrieron los primeros signos. Los criadores a menudo se esperan a que
aparezca color, solo para encontrar que el breve ciclo ha terminado de 5-8 dias
y la perra estd en metaestro antes de que se intente el apareamiento. En
ocasiones se observa descarga ligeramente sanguinolenta al final de tal ciclo,

pero en este momento ya no se muestra atractiva o receptiva (Jones, 1982).

El consejo mas adecuado en estos casos es el de observar con atencion
diariamente a la perra y aparearla con intervalos de 48 horas, mientras que
acepta el servicio; casi siempre estos apareamientos son feértiles. Algunas
perras nunca sangran durante el proestro, otras intercalan calores silenciosos

en ciclos por lo demas normales (Jones, 1982).

El celo silencioso o sin descargas sanguinolentas vaginales: Ocurre con
mucha frecuencia, pero solo los propietarios que mantienen una cuidadosa
observacion de los genitales de la hembra pueden detectarlo. En estos casos
no ocurre un estro observable (Jones, 1982).

CITOLOGIA VAGINAL

La citologia es el estudio de las células individuales sin importar los
patrones estructurales que caracterizan a los tejidos que las originan.
Proporciona un medio simple y rapido para el diagnéstico, y en ocasiones
permite excluir la necesidad de examenes histopatoldgicos; también puede ser
mejor que los estudios de histopatologia para evaluar la médula 6sea y ciertos
tipos de tumores. Los examenes citoldégicos requieren células exfoliadas,
algunas de las cuales se desprenden de manera espontanea hacia las
cavidades corporales o son componentes de exudados inflamatorios; otras se
obtienen por medio de técnicas como raspado, aspiracion o lavado (Banks,
1996).

La citologia vaginal tiene varias aplicaciones en todas las especies,
como son la deteccion de enfermedades uterinas y vaginales, asi como la
deteccién temprana de cancer cervicouterino en la mujer (De Buen, 1997).

La influencia de las hormonas ovaricas sobre el epitelio vaginal
ocasionan cambios citolégicos caracteristicos que permiten en la mayoria de

los casos, determinar la etapa del ciclo estral en la que se encuentra la hembra,
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por lo cual es un procedimiento ampliamente utilizado en medicina veterinaria,

sobre todo en la perra (De Buen, 1997).

Varios métodos son cominmente usados para monitorear el ciclo estral
de la perra. Los signos de estro son muy usados por los criadores para
determinar el momento de cruzamiento. La credibilidad de esta técnica para
determinar la ovulacion es arriesgada por la subjetiva interpretacion y
variabilidad entre perros. La citologia vaginal es usada clinicamente para
monitorear el ciclo estral canino. Esta técnica define adecuadamente el periodo
fértil pero el tiempo estimado de ovulacidn solo retrospectivamente (Bouchard,
1991).

Una gran precision en el tiempo de cruzamiento puede ser obtenida
combinando la observacion del comportamiento y la citologia vaginal
diariamente. (Floss, 2001).

El epitelio vaginal cambia en respuesta a los niveles de estrégenos y los
tipos de células presentes son caracteristica de diferentes estados en el ciclo
reproductivo. Durante el proestro y estro temprano el nimero de capas de
células incrementan hasta diez veces. En el estro tardio con el descenso de
los niveles de estrégeno, el epitelio vaginal regresa rapidamente a la
normalidad. Los niveles de progesterona empiezan a incrementar. La mayor
fertilidad ocurre entre 4 y 6 dias siguientes a la fase inicial de incremento
(Floss, 2001).

1. EPITELIO VAGINAL (Spano, 2001)

LUMEM W AGIMAL
R CELULAS EXFOLIADAS

.
DIRECCIOM DE ESTRATO PARREASAL
CRECIMIENTO ' r ESTRATO EPITELIAL
ESTRATO BASAL
| SUMIMISTRO W ASCULAR SAMGUINED

En la citologia de vagina encontramos células epiteliales de las

diferentes capas del epitelio estratificado plano no queratinizado, a veces
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células endocervicales, de reserva, y en ocasiones células endometriales, asi
como células no epiteliales como son leucocitos y eritrocitos. Segun la especie,
se pueden encontrar algunas variaciones en cuanto al tamafio de las células

del epitelio vaginal (De Buen, 1997).

En la reproduccion canina uno de los problemas mas comunes con el
gue se encuentra el médico veterinario asi como los propietarios de perras es
el poder determinar el momento preciso para realizar la monta o bien para
llevar a cabo la inseminacion artificial debido a la gran variacion que se
presenta en la duracion de las etapas del ciclo estral lograndose la elaboracién
de técnicas como la citologia vaginal exfoliativa para detectar la etapa de estro
en la cual ocurre la ovulacion (Esquivel, 1996).

El frotis vaginal puede ser un indicador bastante bueno de la etapa del
ciclo estral en la perra, en particular si se obtienen una serie de frotis diarios. El

frotis representa secreciones y células del Utero, cérvix y vagina.
La citologia vaginal proporciona informacion con respecto a:

% etapa del ciclo

% si el estro progresa normalmente

“* presencia o0 ausencia de vaginitis 0 neoplasia vaginal

% si el cuello esta abierto, diagndstico de descarga vulvar que se origine del
atero (p. €j., metritis, pibmetra) (Birchard, 1996; De Buen, 1997).

La ovulacion ocurre al inicio del estro y por tanto, es importante

identificar esta etapa. (Esquivel, 1996).

Cuando la muestra de citologia indica que el diestro ha empezado, el
cruzamiento cesa. Si la hembra queda prefiada se esperard el parto 56 a 58

dias desde el primer dia de diestro. (Floss, 2001).

La citologia vaginal también es un estudio que se utiliza para evaluar la
concentracion hormonal (estrogenos). El perfil estrogénico también nos brinda
informacion a cerca de la proximidad de los dias mas fértiles para realizacion

de la monta (Concannon, 1986).
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FUNDAMENTO DE LA CITOLOGIA VAGINAL EXFOLIATIVA

El principio de la citologia vaginal exfoliativa se basa en identificar el tipo
y cantidad de células de las diferentes etapas del ciclo estral, ya que 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 recibe
una mayor irrigacion sanguinea (nutricion celular). Conforme los niveles de
estrogenos se incrementan el epitelio vaginal se va engrosando ocasionando
qgue la célula epitelial se vaya separando del aporte sanguineo, dando como
resultado una transformacién celular que va de célula parabasal a célula
anucleada o escama (Esquivel, 1996).

El epitelio vaginal es sensible a esteroides sexuales particularmente
estrogenos, y sufre cambios directos en el ciclo en respuesta a los cambios de
concentracion de hormonas ovaricas en sangre. El aumento de los niveles de
estrogenos causa que el epitelio vaginal se vuelva “cornificado” — las células
superficiales se vuelven grandes y planas con nucleos pequefios 0 ausentes.
(Concannon, 1986).

El criterio de clasificaciébn de los tipos de células estd ahora en uso
general y el examen de citologia vaginal es comunmente usado para
monitorear el ciclo estral en perras y sugerir el momento 6ptimo para el

cruzamiento o inseminacion (England, 1992).

CLASIFICACION DE CELULAS EPITELIALES DE LA VAGINA

La mayoria de las células observadas en una muestra vaginal normal
son células epiteliales, eritrocitos, leucocitos y bacterias, también un bajo
namero de células contaminantes y microorganismos son algunas veces
observados (Concannon, 1986).

La nomenclatura de las células vaginales esta basada en su morfologia.
Los diferentes tipos de células representan estados de muerte celular. En tanto
gue las células van muriendo se vuelven mas grandes y de bordes irregulares.
(Concannon, 1987).

Las células que forman el epitelio vaginal estratificado plano sin

queratina de la membrana basal hacia la superficie, son las siguientes:
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+ Basales o germinales.

L)

L)

» Parabasales.

L)

% Intermedias.

L)

L)

% Superficiales

L)

< Escamas

(De Buen, 1997).

Célula Basal y Parabasal

Las células basales o germinales son células pequefias de forma

redonda a ovalada, de tamafio uniforme (13 a 20 um) con un ndcleo central.

Por lo

general se desprenden en pequefios grupos y tienen apetencia por los
colorantes bésicos. "No suelen observarse en frotis normales”, cuando se
encuentran es debido a un proceso patolégico que ha lesionado las capas
celulares superficiales como pueden ser atrofia, vaginitis o ulceraciones de la

mucosa (De Buen, 1997).

Las células parabasales son las células epiteliales mas pequefias vistas

en una muestra vaginal tipica. Son redondas o casi redondas y tienen ndcleo
grande en relacién al citoplasma. Estas células se desprende de la capa de
células germinales cercana a los vasos sanguineos (Esquivel, 1996) y
prevalecen en muestras tomadas durante el diestro y anestro, y no son raras
durante el proestro temprano. Las células parabasales son notablemente
ausentes en el estro (Concannon, 1986).

Célula Intermedia

El cambio de célula parabasal a intermedia, refleja el primer paso en la

muerte celular (Concannon, 1987).

Son las mas frecuentes y numerosas, su tamafio depende del grado de
maduracion, miden de 20 a 40 um. (De Buen, 1997).
Las células intermedias varian en talla y forma, pero normalmente tienen

un diametro 2 a 3 veces mayor que las células parabasales, (Concannon,
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1986) su abundante citoplasma y el tamafio del nucleo las diferencian de estas
ultimas (De Buen, 1997); indica la etapa anterior a su transformacion a
superficial (Esquivel, 1996). Muchos citologistassubclasificanéstas células en:

» intermedias pequefias (casi redondas o de forma oval con nucleo

grande)

» intermedias grandes (forma poligonal con nucleo pequefio en relacion

al citoplasma)

Con la tinciébn papanicolau suelen presentar citoplasma basofilo, sin
embargo en ocasiones puede ser eosindfilo dependiendo del pH celular, y de
los colorantes utilizados, ademas contiene gran cantidad de glucdgeno.

Las células intermedias prevalecen durante todos los estados del ciclo
excepto el estro (Concannon, 1986).

Dentro de estas células encontramos variaciones como son las células
naviculares, las células de metaestro y las células espumosas (De Buen, 1997).

Célula Superficial

Las células superficiales son células muertas que revisten el lumen

vaginal de perras en estro (De Buen, 1997).

Son las méas grandes vistas en una muestra vaginal (Concannon, 1986).
Miden de 40 a 60 um. (De Buen, 1997) Hay de forma poligonal y distintamente
planas, algunas veces tienen apariencia de estar enrolladas. Sus ndcleos son
picnéticos (muy pequefios y obscuros) (Concannon, 1986; De Buen, 1997). El
citoplasma habitualmente se tifie de color rosa, aunque puede aparecer azul
palido dependiendo del pH celular, la afinidad tintorial de estas células depende
del grado de maduracion, siendo mas maduras las eosindéfilas que las baséfilas
(De Buen, 1997).

A veces pueden mostrar en su citoplasma granulaciones pequefias de
localizacion perinuclear o periféricas que contienen lipidos y su presencia es
estrogeno-dependiente. Como la maduracion del epitelio rara vez se lleva a
cabo en ausencia de estrogenos, la picnosis nuclear en células superficiales

maduras es una buena evidencia de actividad estrogénica (De Buen, 1997).
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Son caracteristica del final del proestro (Esquivel, 1996), y la presencia de un
gran numero de células superficiales o solamente células superficiales es
caracteristica citolégica de estro y su abrupto y precipitado decline marca el
inicio del diestro. (Concannon, 1986, 1987).

Célula Anucleada

También se le conoce como escama o “cornificada”, es una célula
grande, sin ndcleo de bordes angulosos e irregulares que predomina en el
estro (Esquivel, 1996; De Buen, 1997) y marca el final del proceso de

descamacion de la célula parabasal (Esquivel, 1996).

Otras células
A parte de las células epiteliales descritas, otras células son vistas en

muestras vaginales.

m Eritrocitos: son usualmente observados en gran numero durante el
proestro. En algunas perras, son vistos en el estro e incluso al inicio

del diestro.

» Neutréfilos: son con frecuencia abundantes en muestras tomadas
durante el diestro temprano y no son raras en otros estados,
considerados raros durante el estro. Moderado numero de

neutréfilos son comunes.

» Bacterias: las bacterias son vistas con frecuencia en muestras

vaginales en gran numero cubriendo las células (De Buen, 1997).
Flora bacteriana genital

La vagina caudal y vestibulo presentan una flora bacteriana normal, la
misma cambia diariamente, aparecen muchas especies de bacterias
incluyendo estreptococos hemoliticos, otros estreptococos, estafilococos y E.
Coli. Se conoce un fendmeno de destruccién celular llamado citolisis en el que
los nucleos quedan desnudos. En la perra se ha observado sobre todo durante
el proestro, y en algunos casos durante el metaestro. Sin embargo no se

menciona la asociacion de este fendmeno con ningun tipo de flora bacteriana
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(De Buen, 1997). De acuerdo a estudios las levaduras como Candidaspp,
Malasseziapachydermatis y Rhodoturrolaspp, forman parte de la micobiota
vaginal de perras sanas y sus frecuencias se alteran en las fases del ciclo
reproductivo (Cleff, 2007). Pseudomonaspp. no se aisla cominmente en perras
normales (Allen, 1992).

Cambios citolégicos en el ciclo estral canino

Los estados del ciclo estral canino pueden estar definidos por el
comportamiento sexual, signos fisicos (sangrado vaginal, inflamacion vulvar) o
por citologia vaginal. El periodo de receptividad a un macho varia
considerablemente entre perras; algunas perras son receptivas antes y
después del periodo de fertilidad potencial. Igualmente, signos tales como el
sangrado es con frecuencia un indicador poco confiable; algunas perras
sangran muy poco y otras muestran sangrado desde el principio hasta el fin del
estro y en el diestro. Como los cambios citologicos reflejan los eventos
enddcrinos fundamentales del ciclo, ellos son casi siempre una mejor
prediccidon del tiempo fértil y duracién de la gestacién, que son signos fisicos y
de comportamiento. Los cambios citologicos en el ciclo estral canino reflejan
cambios en las concentraciones de estrégeno en sangre (Concannon, 1986).

Los niveles de estrégeno se elevan previo a y durante el proestro y cae
en conjunto con la ola preovulatoria de la hormona luteinizante. Elevandose los
niveles de estrégenos se induce a la cronificacion que es caracteristica de
muestras examinadas durante el estro. La ovulacién ocurre 2 dias después de
la ola de LH (McDonald, 1991).

El recubrimiento epitelial de la vagina durante el anestro tiene solo 2 6 3
capas de espesor, pero hacia el principio del proestro, se vuelve estratificado y
se incrementa a 6 u 8 capas. Durante el proestro, el incremento del epitelio
vaginal continta, y el momento que se presenta el estro, el recubrimiento
epitelial puede contener de 12 a 20 capas de células. La descamacion del
epitelio se inicia al final del estro (McDonald, 1991).

ANESTRO

La vagina en anestro tiene muchas células no queratinizadas, redondas

u ovales (células intermedias y parabasales) que contienen ndcleos uniformes

27



grandes y mucho citoplasma (Banks, 1996; Allen, 1992). Se observan pocos
neutrofilos, y hay una cantidad minima de restos celulares (Banks, 1996). Las
células superficiales estdn ausentes o se hallan en un bajo numero. Los
neutrofilos también pueden o no estar (McDonald, 1991; Concannon, 1986;
Allen, 1992).

2. ANESTRO
Células parabasales e intermedias

(Spano, 2001)
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Las células parabasales proceden de las cercanias de la membrana
basal de la mucosa; las células mayores son producidas mediante division
celular y se denominan células intermedias (Allen, 1992).

La pared de una vagina en anestro esta revestida normalmente por
epitelio escamoso que se forma de dos a tres capas de células. Conforme
aumentan las concentraciones de estrogeno, el revestimiento se engrosa a 40
capas; dicho engrosamiento constituye la base de los cambios citolégicos
observados en un frotis vaginal. Las células epiteliales progresan de células no
queratinizadas a queratinizadas a medida que ocurre el engrosamiento (Banks,
1996).

PROESTRO

Las alteraciones que ocurren en la mucosa vaginal como resultado del
incremento de la concentracion de estrégeno sérico durante el proestro y estro
son reflejadas en la aparicion de células epiteliales vaginales exfoliadas. El
estrogeno causa engrosamiento del revestimiento vaginal. Desprendimiento de

las células hacia el lumen vaginal ademas de su sangrado. Asi la citologia
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vaginal puede servir como un imperfecto pero confiable analisis de estrégenos
(Concannon, 1987).

El dato citolégico mas relevante en esta etapa, es la presencia de
eritrocitos (De Buen, 1997).

Las concentraciones de E, en suero se elevan durante el proestro,
llevando la diapédesis de globulos rojos hacia el epitelio uterino y proliferacion

del epitelio vaginal (Jones, 1982).

Las proporciones de los diferentes tipos de células varian con la fase del
proestro, en especial el nUmero de eritrocitos que pueden ser relativamente
escasos muy al principio y al final del proestro (Jones, 1982).

El numero de células intermedias aumenta en el frotis inmediatamente
antes, y también durante el inicio del proestro (Allen, 1992).

El examen de muestra vaginal del proestro revelara un cambio gradual
de células intermedias y parabasales a células superficiales (Concannon,
1986), queratinizadas, que se vuelven una porcion principal de las células
epiteliales al tercer dia. Los bordes citoplasmaticos bordeados son desplazados
por bordes rectos; los nucleos se hacen picnéticos y pueden desaparecer
(Banks, 1996; Allen, 1992; Jones, 1982).

Los neutréfilos presentes en pequefio numero inicialmente aunque
gradualmente desciende su numero; ausentes generalmente al final del
proestro. (Allen, 1992; Jones, 1982)No se observan leucocitos a la mitad del
proestro; es posible que los eritrocitos sean numerosos como resultado de la
diapédesis del lecho vascular subyacente (Banks, 1996).

Normalmente los eritrocitos estan presentes en gran numero hasta el
final de esta fase, aunque el niumero carece de importancia clinica; algunas
veces aparecen lisados en las preparaciones procedentes del frotis. Los
eritrocitos provenientes del Utero aparecen en las descargas vaginales durante
el proestro y estro (Banks, 1996).

Un gran namero de bacterias (visibles solamente con algunas determinadas
tinciones) también se presentan con frecuencia (Concannon, 1986) y aumenta

hasta el final del proestro (Allen 1992).
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En algunas perras el proestro puede persistir por 2-3 semanas. En tales
casos se prolonga la falta de receptividad y puede sugerir la necesidad de
Inseminacion Artificial o cruza forzada del animal. El examen de la muestra
vaginal en tales casos aliviara tales inquietudes, ciertamente, si muy poco
porcentaje de células son parabasales y pequefias intermedias, la cruza es un
desperdicio de tiempo (Concannon, 1986).

Hacia el final del proestro, estan presentes grandes células epiteliales

cornificadas y la mayor parte del sangrado cesé (McDonald, 1991).

3. PROESTRO

(Spano,2001)

4. PROESTRO TEMPRANO 5. PROESTRO TARDIO

(Spano, 2001) (Spano, 2001)

ESTRO

Al principio, los frotis no difieren de los de la fase tardia del proestro. Es
frecuente la ausencia notable de leucocitos y eritrocitos, aunque estos ultimos
pueden observarse durante todo el estro. La caracteristica citolégica del estro
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es el predominio de células superficiales o de células queratinizadas, (Banks,
1996; De Buen, 1997; Allen, 1992) es decir entre el 60% y 90% de las células
tienen bordes citoplasméticos rectos y nucleos picnéticos, (Banks, 1992) y con
frecuencia alcanza el 100% en el inicio del celo y con la ola de LH (Concannon,
1987). La mayoria de las perras sufren una cornificacion total y la muestra
revela formas monotonas compuestas casi exclusivamente de células
superficiales anucleadas (McDonald, 1991; Concannon, 1986; Jones, 1982) o

escamas (Allen, 1992).

6. ESTRO. Células cornificadas, eritrocitos

(Spano, 2001)

Varios indices de cornificacion y queratinizacion han sido sugeridos
como sefales para la etapa del ciclo. Se ha notado que la fertilidad mejora con
el incremento en el numero de células epiteliales cornificadas y se sugiere que
el cruzamiento podria ser intentado en el periodo cuando mas del 80% de
células epiteliales sean superficiales. El uso de la citologia vaginal no esta
exento de problemas, algunas perras alcanzan el pico estimado de solo 60%
de cornificaciébn mientras en otras pueden ser 2 picos (England, 1992).

Algunas veces se presenta un maximo "falso" de cornificacion antes de
alcanzarse el maximo real; esto puede reconocerse por la naturaleza imprecisa
(tincion palida) de las escamas; se desconoce la causa de este hecho aunque
no es sefalado por quienes emplean colorantes tricromo (Allen, 1992).

Se considera que en la mayoria de las perras, la ovulacion coincide con
la fase del ciclo estral, en la cual la proporcion entre células queratinizadas y no

queratinizadas es de 3:2 (Jones, 1982).
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CITOLOGIA EN EL ESTRO
(McDonald, 1991)

ESTAD |GLOBULOS NEUTROFILO |BACTERIA ,
CELULAS EPITELIALES
O ROJOS S S
Proestro Parabasales, intermedias,
tempran | Usualmente frecuentes Muchas superficial-intermedias,
o] pocas superficiales.
Proestro Pocos o] Superficiales-intermedias,
] Usualmente _ Muchas o
tardio ninguno superficiales
Presentes, puede ir
Estro declinando el | ninguno Muchas Superficiales >80-90%
namero
Parabasales, intermedias
_ _ Pueden _
Diestro |Algunos o ninguno | muchos . y declinan las
estar
superficiales.

La parte final del estro se caracteriza por células epiteliales sin nucleo.

Los neutréfilos desaparecen durante el proestro y el estro debido a que el

epitelio engrosado no permite su paso hacia la luz vaginal (Banks; 1996;

Concannon, 1987). El fondo del frotis esta limpio de material granular visto con

frecuencia en proestro (Allen, 1992).

7. ESTRO TEMPRANO

(Spano, 2001)

8. ESTRO TARDIO

(Spano, 2001)

- -~
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El nimero de eritrocitos es menor, su numero carece de importancia
clinica, (Allen, 1992) y pueden o no estar presentes (Concannon, 1987). Se
observan bacterias y conforme se desintegran las células epiteliales, se
vuelven abundantes los restos celulares. Los neutroéfilos reaparecen uno o dos
dias antes del diestro (Banks, 1996).

9. ESTRO. La aparicion de leucocitos indican el inicio del diestro

(Spano, 2001)

Un examen detallado para esperma en una muestra tomada pocas horas
de la supuesta cruza es un medio confiable para confirmar o negar tal cruza.
En la imagen, un esperma y una cabeza de esperma estan presentes cerca de
las células superficiales (Concannon, 1986).

Metaestro y Diestro

Las células de Metaestro son generalmente células intermedias grandes
gue parecen tener uno o mas neutroéfilos en el interior de su citoplasma. Estas
células son generalmente vistas en el frotis vaginal de la perra en diestro
temprano o con vaginitis. Raramente estas células se ven en el proestro

temprano (Concannon, 1987).

Una alternativa de definicion del inicio del diestro es el dia en que un
cambio dramatico es observado en la citologia vaginal: de una fase de 80-
100% de células superficiales (estro) a una de 80-100 % de células
parabasales e intermedias (diestro) (Concannon, 1987).
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El inicio del diestro esta dado por un descenso marcado en el nimero de
células superficiales y reaparicion de células intermedias y parabasales. En el
diestro los neutrofilos son abundantes y reaparecen las células epiteliales no
queratinizadas redondas y pequefias. Al final del estro se produce un aflujo
masivo de neutrofilos (Allen, 1992). Los neutrdfilos pueden encontrarse dentro
de las células epiteliales. Los restos y los eritrocitos casi siempre desaparecen;
conforme progresa el diestro se reduce el nimero de neutrdéfilos. La parte final

del diestro es citolégicamente similar al anestro (Banks, 1996).

10. DIESTRO. Marcado aumento de neutrdfilos

(Spano, 2001)

11. DIESTRO. Disminuyen leucocitos y las células epiteliales basales

predominan

(Spano, 2001)

Las bacterias desaparecen totalmente al final del estro, coincidiendo con
el aflujo de neutréfilos y la aparicion de mocos y residuos, los frotis vaginales

son similares durante el diestro y la gestacion (Allen, 1992).
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Comunmente los cambios celulares en un solo dia van de un 100% a un
20% de ceélulas superficiales. Sin embargo esto es lo mejor para confirmar el
inicio del diestro examinando una muestra preparada en el dia 2 del diestro
(Concannon, 1986).

La importancia de identificar el inicio del diestro es que éste es
considerado el prondstico mas preciso del tiempo de ovulacion, y por lo tanto
duracion de la gestacion. Las perras ovulan 5 a 7 dias previos al inicio del
diestro (7 a 9 dias después de la ola preovulatoria de LH), y por lo tanto, la
duracion de la gestacion es usualmente 57 + 1 dia del primer dia del diestro. El
comportamiento en el periodo de estro es variable y con frecuencia se extiende
a varios dias antes y/o después del estro citoldégico. La duracion de la
gestacion calculada desde el inicio o cese de receptividad es impreciso. El
inicio del diestro también esta correlacionado con la pérdida de fertilidad, y las
cruzas después del diestro son raramente fértiles (Concannon, 1986).

En el siguiente cuadro se resumen las células mas comunmente

observadas en las diferentes etapas del ciclo estral:
(McDonald, 1991)

Células por etapa

Proestro Estro Metaestro
Eritrocitos +++ - -
Neutrofilos +- + ¥
Células parabasales +- + +++
Intermedias +++ - +
Superficiales +- ++ +-
Escamas + ++++
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Proceso de muestreo y métodos de tincion

Material requerido para obtener y procesar la muestra

hisopos

- portaobjetos

- cubreobjetos

- alcohol 96°

- microscopio de luz visible

- material para tincién Papanicolau
Método para obtener la muestra

El objetivo es obtener una muestra de células epiteliales de la vagina,
evitando muestrear el vestibulo (justo pasando la vulva) (Concannon, 1986).
El area en la vagina caudal al cérvix es el mejor lugar para tomar

muestras para citologia vaginal (Weil, 1996).

Por lo regular el hisopo debe ser insertado varias pulgadas después de
la vulva; en razas grandes (Pastor Aleman), un maximo de 6 pulgadas puede
ser introducido. Las perras en proestro o estro raramente objetan a este
procedimiento, aunque alguna restriccion puede ser requerida para prevenir

que se violente (Esquivel, 1996).
Procedimiento:

Para tomar una muestra de citologia vaginal se introduce un hisopo
estéril por la comisura dorsal de los labios vulvares (previa limpieza de estos)
(Esquivel, 1996).

Separar los labios de la vulva y gentilmente insertar el hisopo a un
angulo relativamente inclinado. Algunas personas sugieren usar un espéculo,
pero este es raramente necesario. El hisopo no necesita estar humedecido.
Después de haber insertado el hisopo 1-2 pulgadas, el angulo de insercion
puede ser alterado aproximadamente 45° y continuar insertando (Concannon,
1986).
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12. TOMA DE MUESTRA

(Concannon, 1987)

Cuando el hisopo esta totalmente adentro se gira 2-3 revoluciones, lo
cual permitira que se recolecte una adecuada cantidad de células (Weil, 1996;
(Concannon, 1986). El hisopo, entonces, debe ser cuidadosamente retirado
(Weil, 1996; Concannon, 1986; Esquivel, 1996).

Se prepara el frotis inmediatamente después de retirar el hisopo,
girdndolo (no deslizdndolo o frotandolo) a lo largo del portaobjetos.
Generalmente dos lineas paralelas pueden ser giradas (Weil, 1996;
(Concannon, 1986; Esquivel, 1996).

El nombre del animal es escrito en el espacio mate al final de la
laminilla(Weil, 1996).

Tan pronto como la muestra es preparada, se sumerge 15 minutos en
alcohol 96° o se fija usando spray. Después de fijarla, puede ser guardada por
largo tiempo aunque comunmente ésta es tefiida sin retraso (Concannon,
1986).

En todos los casos es importante el manejo cuidadoso del material tanto
para evitar traumatismos al individuo como para disminuir las distorsiones

engafiosas de la imagen citolégica. Es muy probable que en manos
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experimentadas, cualquiera de las técnicas mencionadas se utiliza
satisfactoriamente (Jones, 1982).

Existen técnicas de tincibn como la de Papanicolau, Dic-quick, giemsa,
Wright y Shorr que pueden ser utilizadas para tefiir muestras de citologia
vaginal (Concannon, 1986).

Método de tincion Papanicolau

1.- Hematoxilina de Harris 3 minutos
2.- Agua 5 lavados
3.- Alcohol 96° 4 lavados
4.- Alcohol 96° 4 lavados
5.- Colorante OG-6 5 minutos
6.- Alcohol 96° 6 lavados
7.- Alcohol 96° 6 lavados
8.- Colorante EA-50 5 minutos
9.- Alcohol 96° 4 lavados
10.- Alcohol 96° 4 lavados
11.- Alcohol absoluto 4 lavados
12.- Alcohol absoluto 4 lavados
13.- Xilol 3 minutos
14.- Xilol 2 minutos

15.- Se montan con resina sintética.

Todas las técnicas para procesar las muestras pueden ser de utilidad.
Sin embargo, se debe usar aquella técnica que resulte practica, barata, que no
se deteriore al almacenar los frotis por mucho tiempo y que proporcione una
buena observacion de la morfologia celular para llegar a un diagndstico efectivo
(Esquivel, 1996).
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13. LAMINILLA TENIDA

(Spano, 2001)
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