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PROLOGO

Ante el incremento de criadores de perros de raza pura, los sistemas de control y manejo
reproductivo en la perra es de vital importancia para estos centros de produccion canina.

El Medico Veterinario actual encuentra muy restringido y limitado el acceso a la informacion
acerca de métodos aplicados que le pemitan conocer con exactitud profesional las caracteristicas
fisioldgicas reproductivas de estas reproductoras. Es por tanto esencial tratar de obtener material de
apoyo para M.V.Z., ensefianza y aplicacién para este importante rubro en la practica profesional en
pequerfias especies.

Con la presentacién de este manual se desea poner a la mano material adecuado y accesible,
que abarcan aspectos anatomicos, fisioldgicos, conductuales, endocrinologicos y diversas técnicas
para evaluar el ciclo estrual, principalmente aspectos relacionados con la colpocitologia incluyendo la
identificacion de las respectivas células asi como sus cambios histolégicos y las técnicas para su
obtencién y tinciéon también se incluye la interpretacion en las diferentes etapas del ciclo mediante una
secuencia de fotografias.

Este manual a mediano y largo plazo marcara una diferencia notoria entre la practica
empirica y el control profesional capaz de detectar con exactitud las etapas del ciclo y en muchas
ocasiones patologias reproductivas en ios animales.



ESTRUCTURA ANATOMICA DEL APARATO REPRODUCTOR DE LA PERRA

1

Vulva: Es la abertura del aparato genital de la hembra rodeado por los labios que son gruesos, y
forman una comisura inferior aguda. La vulva esta situada es posicion ventral al suelo de la pelvis; el
tamanio de esta va a depender de ia raza y de la fase del ciclo estral.

Vestibulo: Es un conducto que conecta la abertura de la vulva con la vagina. Sobre ia pared ventral,
en posicién craneal a la comisura vulvar ventral, se encuentra el clitoris que es ancho y plano, y su
estructura es no eréctil sino que esta infiltrada de grasa; esta encerrado en una albuginea en su parte
ventral. El glande del clitoris esta compuesto de tejido eréctil y esta situado en una gran fosa del
clitoris, el cual esta suspendido en un pliegue transversal de la mucosa.

La luz vestibular asciende en un dngulo de 60 grados hacia arriba desde la horizontal y posteriormente
recorre una corta distancia hacia delante en la pelvis hasta su unién con la vagina.

Uni6én vestibular: Ventralmente aqui es donde se encuentra la uretra, en este punto hay un
estrechamiento que indica la posicion del vestigio del himen, el cual puede aparecer totalmente o
parcialmente intacto en algunas perras, impidiendo asi el apareamiento.

Vagina: Se dirige craneaimente desde la unién vestibulo-vaginal hasta el cuello del utero (cervix
uterino). La tdnica muscular es gruesa y constan de sobre todo fibras circulares, el cual es recubierto
por un epitelio estratificado que es influenciado por los cambios hormonales.

La vagina se estrecha cranealmente debido a un pliegue longitudinal dorso medial de Ila
mucosa, el extremo caudal de este pliegue suele confundirse con el cuello del utero. (11)

Cuello del Gtero: (cervix uterino) Es un drgano corto, de gruesas paredes, con una luz estrecha que
conecta la vagina con el Utero. El canal cervical aparece abierto durante el final del proestro, estro,
parto y periodo postparto; en otros momentos suele estar cerrado. (1)

Utero: Este tiene forma de “Y” estando constituido por un cuerpo corto y dos cuermnos largos. El cuerpo
se conecta caudalmente con el cervix (1) y esta formmado por una gruesa tdnica muscular (11). La
longitud y la anchura del dtero dependen de cambios tanto patoldgicos como fisiolagicos (1).

Oviducto: (tfrompas de falopio o trompas uterinas) Estas van desde el extremo del cuerpo uterino
hasta el ovario en el mesosalpinx y bolsa ovarica esta una porcién del mesosaipinx (1,11). Consta de
un itsmo estrecho en el extremo uterino de una ampolla mas ancha (cuando se produce ia
fertilizacion) en el extremo ovarico. Aqui terminan en las fimbrias que estan unidas a las aberturas de
las bolsas ovaricas; Las fimbrias conducen los 6vulos fertilizados hacia los oviductos (1).

Ovarios: Son pequeiios, aplanados y de contorno oval elongado (en forma inactiva). Cada ovario
esta ordinariamente situado a una corta distancia de 1 a 2 cm. Por detras del polo posterior del rifion
correspondiente o en contacto con él, y por lo tanto por detras de la 32 6 42 vértebras lumbares.

El derecho se haya entre la porcion derecha del duodeno y la pared abdominal lateral. El izquierdo se
relaciona lateralmente con el bazo .Los ovarios estan encerrados en un pliegue peritoneal (la bolsa
ovarica), que tiene ventralmente una abertura en forma de hendidura. Las 2 capas que forman esta
contienen cierta cantidad de grasa

(-4
y fibras musculares lisas. Se continGan hasta el cuemo del dtero, constituyendo a cada lado el
mesosalpinx y el ligamento del ovario. (11)
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Mesenterio: Une el aparato reproductor a la pared corporal, principalmente al dorso. La terminologia
de los diversos componentes de este 6rgano dependen de su posicién y modificaciones anatomicas:

¢ Ligamento suspensor: Va cranealmente desde el ovario hasta la pared abdominal dorsal a nivel de
la ultima costilia; es una estructura intensamente fibrosa.

e Mesovario: Envuelto por el ligamento suspensor cranealmente y continuado por el mesometrio
caudalmente, formado por tejido conjuntivo laxo que contiene grasa y los vasos ovaricos.

¢ Bolsa ovarica: Parte del mesovario que cubre al ovario con excepcion de una pegueiia abertura
hacia la cavidad abdominal, las fimbnas del oviducto estan unidas a esta abertura.

* Mesosalpinx: Un pliegue del mesenterio que va entre el ovario y el dtero; conteniendo el oviducto

e Ligamento propio del ovario: Una banda de tejido fibroso que va entre el ovario y el extremo del
cuemno uterino, paralelo al mesosalpinx.

e Mesometrio :Se continua con el mesovario cranealmente, tejido conjuntivo laxo que contiene los
vasos uterinos. (1)

Suministro sanguineo:

« Arteria y vena ovarica: Proceden de la aorta y desemboca en la vena cava dorsal al ovario (en la
izquierda la vena desemboca en la vena renal izq.) no se comunican con los vasos uterinos.

e Arteria y vena uterina; proceden de los vasos pudendos cerca de la vagina, van en direccién
craneal, paralelas a cada cuemo uterino a los que envian ramificaciones de forma regular. (1)

Fig. No. 1 Organos genitales de la perra

Vulva, vagina y Gtero parcialmente
escindidos. a, bolsa ovarica; b, la misma
abierta para mostrar el ovario derecho; ¢, d,
d, cuemos del titero; e, e’ cuerpo del Gtero;
f, cuello del dtero; f* orificio uterino externo;
g, vagina; h, himen; i, vulva; k, orificio
uretral extemo; /, vejiga urinaria; m, uretra,
n, n, labios de la vulva; o, fosa del clitoris;
p, proyeccion central del pliegue de la
membrana mucosa que esconde el clitoris.
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Fig. No. 2 Visceras pélvicas, parte media, vista lateral izquierda

FISIOLOGIA DEL CICLO ESTRUAL

2

2.1 Pubertad: Se entiende por elia el periodo durante el cual se hacen funcionales los 6rganos de le
reproduccion. Las perras alcanzan la pubertad entre los 6 y 12 meses de edad, aunque puede durar
de 6 a 24 meses o mas. La madurez sexual normalmente ocurre 2 0 3 meses después de que el
animal alcanza el peso adulto. Las perras pequefias alcanzan su peso adulto y la pubertad a una edad
menor que los perros de razas grandes (1,7,12).

L.a ocurrencia de la pubertad también se puede ver influencia por el medio ambiente, nutricién,
herencia y niveles de hormonas liberadas. (7)

Todo comienza dentro del ovario al momento que es receptivo al estimulo de la FSH
(Hormona foliculo estimulante), hormona que es liberada de la adenohipofisis a partir de la
estimulacion por la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH y GHRH) del hipotalamo. La que
intervendran en fa maduracion del foliculo, el cual se empieza a desarrollar a partir de unos cordones
de células epiteliales germinativas que invaden el estroma del ovario y al final foman islotes
conocidos como foliculos primitivos. Dentro de cada foliculo se encuentra una gran célula que es el
6vulo u oocito rodeada de una simple capa de células foliculares. Esos 6vulos de los foliculos
primitivos aumentan de tamaiio al mismo tiempo que las células foliculares se muitiplican y disponen
en varias capas a los que se les llama foliculos en maduracién. Entre el évulo y l1a capa externa de
células se extiende una gruesa membrana llamada zona pelucida; y pronto se va formando una



cavidad llena de liquido (antro) y en ese momento el foliculo toma el nombre de foliculo de graaf 6
vesicular. Durante todo este proceso la capa de células foliculares se distingue como membrana
granulosa la que esta rodeada por una doble capa de células del estroma del ovario y forma la teca
del foliculo (teca interna y externa) que mediante la influencia de la FSH produciran los estrégenos,
los que actian sobre las glandulas accesorias dando la conducta tipica del estro. Los foliculos de
graaf conforme van aumentando de volumen las concentraciones de estrogenos aumentan
paulatinamente hasta alcanzar un pico maximo el cual estimulara a la produccién LH ( hormona
luteinizante ) de la adenohipofisis, cuando la LH alcanza su punto maximo estimula el rapido
crecimiento y maduracién final del foliculo de graaf, el que aumenta su volumen debido
principalmente al liquido que se forma en su interior, este ejerce presidn sobre la tinica albuginea, con
el consecuente abultamiento y reduccion del grosor de la pared ovarica en un punto determinado; para
lo que interviene una enzima, la colagenasa, la cual es activada por la LH, provocando que se debilite
la pared de colageno que recubre el foliculo. El liquido folicular y el huevo son expulsados hacia ia
cavidad peritoneal en la vecindad del infundibulo del oviducto o tubo uterino, complementando asi el
proceso de la ovulacion. (7)

Las perras presentan rupturas de varios foliculos al mismo tiempo o con poca diferencia, a veces en
un ovario 0 en ambos. La ovulacibn puede prolongarse entre 24 y 96 horas. Boyd et. al. 4
Descubrieron por medio de ultrasonografia que los ovocitos son liberados de un solo ovario cada vez.
Todo el proceso llevo 36 horas (7,9).

La elevacion y el pico de LH se van dando conforme se da la reduccién en la concentracion de FSH, y
los estrogenos empiezan a descender en cuanto LH alcanza su pico (7).

Es frecuente que en el momento de la ovulacidon ocurra la rotura de un pequefio vaso y
entonces el foliculo se llene de sangre lo que se llama cuerpo hemorragico. A un en él caso de que no
se forme, las células epiteliales que revisten la cavidad folicular comienzan a multiplicarse bajo el
influjo de la LH. Con esta multiplicacion activa se forma el cuerpo liteo (cuerpo amarillo). De esta
sucesioén resulta que cada foliculo que se rompe quede reemplazado por un cuerpo lGteo. Es en este
momento que el cuerpo lateo produce una hormona esteroide (progesterona) la que aparece en
pequenas cantidades tiempo antes de que se de la ovulaciéon ya que también es producida por los
foliculos maduros, esta hormona es la encargada de mantener la gestacion.

Si no hubo fecundacién del évulo el cuerpo lateo involucionard y desaparecera, para dejar
unicamente en su lugar un proceso cicatrizal llamado cuerpo blanco (corpus albicans). Por otra parte
si el 6vulo queda fecundado y sigue el proceso de la gestacion, el cuerpo lateo perdura durante ella y
es conocido con el nombre de cuerpo lateo de la gestacion (7).

Las concentraciones de progesterona por parte del cuerpo lateo contindan en la perra durante la
gestacion y si no hubo fecundacién aun asi se siguen encontrando hasta por mas de 2 meses. (7)

2.2 Ciclo estrual: La perra es un animal monoestrico, normalmente con 1 o 2 ciclos estruales por
afo (9).

La duraciéon promedio dei ciclo estrual en la perra es de 6 a 8 meses; es decir el intervalo entre la
presentacion de 2 estros consecutivos, aunque existe una gran variabilidad y se pueden encontrar
ciclos tan cortos como 16 semanas (principalmente en razas pequefas) o tan largos como 56
semanas (principalmente en razas grandes). Y esto se debe a la gran vanabilidad que existe en la
duracion de la de la etapa de anestro (12,7).

El ciclo estrual se divide en proestro, estro, diestro (normalmente se incluye como parte del metaestro)
y anestro.

Es importante saber que el ciclo ovarico en las perras tiene 3 particularidades que lo hacen diferente al
de otras especies.
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1. La primera consiste en que la perra permanece en estado de receptividad sexual (estro) durante
varios dias después de haber ovulado; es decir durante el periodo de formacion de los cuerpos
luteos ( diestro ), periodo que en otras especies se define como cuerpo metaestro.

2. El segundo es que en la perra el cuerpo liteo permanece activo durante 70 a 75 dias aunque la
perra no este gestante, por lo que la fase litea es en cierto modo diferente al de otras especies,
razon por la que existe cierta tendencia a usar él termino diestro.

3. La tercera diferencia radica en que en la perra se presenta un periodo de inactividad ovarica de
duracién variable en forma normal después de la regresion de los cuerpos liteos, por lo que el
anestro se considera como una parte integrante del ciclo. (12)

En la perra es importante que se adopte una terminologia congruente en la que los términos utilizados
reaimente indiquen el estado reproductivo en que se encuentra el animal. De esta manera y por
definicion, el periodo de desarrollo folicular previo a la receptividad sexual debe denominarse
PROESTRO, el periodo de receptividad sexual debe denominarse ESTRO, el periodo de formacion y
desarrollo de los cuerpos liteos debe denominarse DIESTRO, simplemente reconociendo que los
primeros dias de este periodo se sobreponen con los Gitimos dias del estro; es decir que durante
algunos dias la perra se encuentra simultdneamente en estro (conductuaimente) y en diestro
(ovaricamente); continuando éste dltimo con el periodo de actividad litea durante el cual los cuerpos
liteos secretan progesterona en cantidades biolégicamente significativas y finaimente, el periodo de
inactividad ovarica debe denominarse ANESTRO. (12)

2.3 Etapas del ciclo estrual:

2.3.1 PROESTRO: El proestro dura en promedio 9 dias, aunque puede variar desde 2 o 3 dias hasta
2 0 3 semanas, de 5 a 19 dias, de 3 a 27 dias y de 7 a 10 dias. Los foliculos destinados a ovular
requieren de 1 a 3 semanas (13 o 14 dias en promedio) para desarrollarse desde su estado de reposo
hasta el estado preovulatorio. (1,2,12,9)

Unos cuantos dias después de comenzar el desarrollo folicular, los estrdgenos secretados por los
foliculos en desarrollo tienen efectos observables sobre los drganos genitales externos. Estos cambios
sefalan el inicio del proestro y consisten en alargamiento; tumefaccion e hinchazoén de los labios de
los labios de la vulva y aparicion de un flujo procedente de la vulva hacia el exterior, el cual después
de unos dias comienza a tener una apariencia serosanguinolento, el cual se puede observar sobre el
pelo de Ja extremidad posterior de la vulva (1,12)

En este periodo los genitales internos también sufren cambios por la accién de los estrogenos. Dichos
cambios incluyen un engrosamiento dei tejido del oviducto, la proliferaciéon de la fimbria del mismo,
alargamiento de los cuemos uterinos, hiperplasia del epitelio de la vagina, desarrollo endometrial
apareciendo mas grueso y mas edematoso, las glandulas del endometrio son mas tortuosas, aumento
en la contractibilidad del miometrio, alargamiento del cervix, y un aumento en la permeabilidad de la
vasculatura endometrial que permite que los eritrocitos escapen por diapedesis hacia la luz del Gtero,
en el ovario los foliculos se hacen mayores al incrementarse el tamafo de sus antros, y fa capa
granulosa forma pliegues diferenciados (1,12). La hiperplasia del epitelio vaginal consiste en un
aumento en el numero de capas celulares y en una progresiva comificacion de las capas superficiales
debida a que estas se encuentran cada ves mas alejadas y aisiadas de los vasos sanguineos, lo que
les provoca la muerte. Al engrosarse el epitelio vaginal se establece una barrera que impide el paso de
los neutrofilos hacia la luz vaginal.



Debido a todos estos cambios, al realizar la citologia vaginal exfoliativa se observara, que en
un espécimen vaginal obtenido en el temprano y medio proestro, es caracterizado por la presencia de
una reducida cantidad de neutréfilos, entrocitos, parabasales, intenmedias, intermedias superficiales y
células superficiales.(Fig.3).

Fig. 3 .- Frotis vaginal de una perra en proestro medio.

Sin embargo en proestros tardios los neutréfilos decrecen en numero y predominaran
gradualimente las células superficiales 6 comificadas (reconocibles por su forma irregular,
angularidad, ausencia de niicleo y caracteristicas especiales de tincién), Los eritrocitos pueden ser
normaimente abundantes 6 ausentes en el espécimen del proestro y se encontrara una muy reducida

cantidad de neutrofilos.

Las bacterias seguido estan presentes (y pueden ser abundantes) en el espécimen del
proestro

Fig. 4.- Frotis vaginal de una perra en proestro tardio.
Notese el nimero de bacterias en el fondo del mismo.

Al comenzar el proestro la hembra comienza a secretar feromonas. (1,12)



2.3.2 ESTRO: El estro generalmente tiene una duracion de 7 a 10 dias, de 5 a 19 dias,ode 5a 9
dias; aunque puede ser tan corto como 2 a 3 dias o tan largo como 3 semanas (1,7,2,12,9).

El flujo procedente de la vulva puede ser menos copioso y menos hemorragico aunque esto no es un
hecho constante, es decir, algunas perras muestran un flujo escaso durante el proestro y estro, otras
tienen un flujo sanguinolento, abundante, que persiste tras el fin del estro (1). La turgencia de la vulva
se ve reducida en ocasiones o puede bien, seguir inflamada (1, 7) en el utero se puede encontrar al
endometrio con menos edema, las glandulas son mas numerosas y tortuosas, y puede proseguir la
extravasacion de eritrocitos aunque en menor cantidad(1,12) y en los ovarios las células de la
granulosa sé luteinizan antes de la ovulacion, se suele dar la ovulacion, y los ovulos son expulsados
de los foliculos que no se colapsan; y el tejido luteinico sigue proliferando (1).

Poco antes de la ovulacién, el foliculo es grande e hinchado, y el dvulo incluido sufre los siguientes
cambios propios de ia maduracion. La ovulacion es provocada por reduccion de los niveles de FSH y
elevacion de los niveles de LH en la sangre (7).

La perra parece ovular espontaneamente durante los primeros 3 o 4 dias del estro verdadero (7, 9)
aunque en algunos casos liega a presentarse 2 dias antes de iniciarse el estro y en otros casos llega
hasta el séptimo dia del estro (12). La ovulacion en la mayoria de las perras comienza de 24 — 72
horas luego del pico de LH. No todos los ovocitos son liberados simultaneamente, y el periodo de
ovulacion puede prolongarse entre 24 y 96 h.

Permanecera la perra receptiva sexualmente por 5 a 8 dias después de ovular a pesar de que los
niveles de estrégenos comienzan a bajar desde antes de producirse la ovulacién y se reducen
marcadamente después de esta para alcanzar niveles basales varios dias antes de que la perra deje
de estar en estro (12). Los ovocitos maduros caninos pueden mantenerse vivos y fertilizables por2 0 5
dias, y los espermatozoides caninos pueden sobrevivir por unos 4 a 6 dias y en ocasiones hasta 7 en
el utero de la perra tras una Gnica copula. Tedricamente por lo tanto, la perra podria concebir tras una
Unica copula ocurrida entre uno o dos dias antes hasta 7 a 8 dias después de! pico de LH. Los datos
disponibles indican que los dias mas fértiles son los dias 2 a 5 después de la ovulacion, es decir de 4
a 7 dias después del pico de LH. (9).

La citologia vaginal revela que a partir del inicio del estro se encuentra un elevado porcentaje de
células superficiales (comificadas). Mas del 90 % de las células epiteliales vaginales seran de este tipo

(Fig. 5).

Fig. 5.- Frotis vaginal de una perra en estro.
Se observan un puiiado de células remanentes
del tipo intermedias superficiales junto ¢on una
abundante cantidad de células superficiales ( mas
del 90 % ).



La presencia de los eritrocitos caracteristicos del proestro, pueden disminuir en numero en esta
etapa del ciclo, aunque en algunas perras los eritrocitos pueden ser observados a través del estro y
cerca del diestro. Aunque un gran numero de bacterias son frecuentemente observadas, normaimente
debia de haber una respuesta dei leucocito el cual esta ausente (fig. 6 ).

Fig. 6.- Frotis vaginal de una perra en estro.
Notese las numerosas bacterias en el fondo.

A menos que la inflamacion este presente (Fig. 7).

Fig. 7.- Frotis vaginal obtenido durante el estro en una
perra con vaginitis Hay presencia de neutréfilos a pesar
de estar en estro debido a la patologia mencionada.

Las células de superficie epitelial de algunas perras en celo tienen bien definidos, los limites celulares
intactos a través del estro; sin embargo, las céiulas superficiales de algunas perras tienen
escasamente definidos los limites citoplasmicos y tienden a aglutinarse y forman largas sabanas un
dia antes de la embestida en diestro (Fig. 8).



Fig. 8.- Aglomerado celular con pobre definicion de los bordes
citoplasmaticos observadas de cerca del final del estro.

Después de la ovulacion los estrenos dejan de estar presentes, por lo que 1 o 2 dias después de ia
ovulacion en el epitelio vaginal disminuye su grosor y en la citologia exfoliativa comienzan aparecer
otra vez células no comificadas y neutrdfilos, los cuales hacia el final del estro estan presentes en
grandes cantidades. La deteccion de estos cambios indica que la ovulacion ha ocurrido y por lo tanto
es demasiado tarde para realizar el servicio (12 ).

2.3.3 DIESTRO: Este es el periodo que sigue, en forma inmediata al estro y ovulacion;
citologicamente un cambio abrupto en niumeros relativos del tipo de células epiteliales, marcan el
ataque del diestro en la perra, etapa durante la cual el cuerpo lateo funciona y en donde los niveles
plasmaticos de progesterona se encuentran mas elevados (2,7, 9).

El diestro dura aproximadamente 60 dias (1, 2) aunque se puede extender de dos a tres meses (9) y
generalmente termina cuando las concentraciones de progesterona circulantes son minimas (1).

La vulva aparece gradualmente menos tumefacta y suele cesar el flujo hemorragico; Puede
desarrollarse un flujo vulvar mucoide como en la gestacion. En {os ovarios unos 20 dias después de la
ovulacion la cavidad del cuerpo lateo y sustituida completamente por células luteinicas y
posteriormente los cuerpos liteos van siendo gradualmente mas pequeiios y el ovario es nodular.

El diestro se caracteriza por una actividad considerable en el utero; el cual presenta un aspecto
retorcido (sacacorchos), continuando fa proliferacion glandular hasta el dia 30 aproximadamente.

Hacia el final del diestro la capa glandular es méas simple aunque suele contener dilataciones quisticas;
el atero ya no aparece retorcido; aparecen leucocitos en la mucosa y en la luz se descubre tejido
epitelial necrosado (1).

Debido a que la conducta estral se prolonga por varios dias después de la ovulacion, los eventos
caracteristicos del metaestro; como la caida del nivel de estrogenos, la formacién de los cuerpos
liteos, asi como la aparicién de células no comificadas y neutréfilos en la citologia vaginal, ocurren
mientras la perra aun se encuentra en estro. Por 1o que el estro y el metaestro se superponen en la
perra.

El dtero de la perra responde dramaticamente a la elevacién en los niveles de progesterona que
ocurre durante los primeros dias del diestro. Como resultado el dtero aumenta del tamano debido
principalmente a la proliferacién de las glandulas uterinas.
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El numero de células en superficie decrece por 0 menos en un 20 %; el numero de células
parabasales e intermedias, que estuvieron previamente ausentes 6 eran menos del 5% del total, se
incrementan a mas del 10% y con frecuencia engrandecen a mas del 50% (Fig. 9 ).

Fig. 9.- Frotis vaginal de una perra en diestro temprano.

Los neutrofifos aparecen en nimeros variables y usualmente coinciden con numero de las. células
parabasales e intermedias incrementadas , pero ocasionalmente preceden o se rezagan detras de
estos cambios. Algunas perras tienen pocos o ningun neutrofilos en especimenes de diestro.(Fig. 10)

Fig. 10.- Frotis vaginal de una perra en diestro temprano.
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Desde que los eritrocitos estan presentes frecuentemente en los especimenes obtenidos durante un
diestro precoz, es imposible diferenciar el proestro del diestro basados en un simple espécimen
vaginat. (Fig. 3y 11)

Fig. 11.- Citologia vaginal de una perra en diestro temprano

2.3.4 ANESTRO: Esta es la etapa de una relativa inactividad del sistema reproductor de la hembra.
Esta etapa puede durar un periodo de tiempo vanable de 3 a 9 meses; de 2 a 9 meses o de un mes a
2 aios, aunque generalmente es de 4 meses. La duraciéon de la etapa de anestro parece ser
independiente de si la perra estuvo gestante o no durante la fase lGtea precedente. Esta duracion
puede ser influenciada por la época del aiio, edad, raza, condiciones fisicas de la perra, clima, cambio
del ambiente de la hembra, la presencia de hembras en celo (feromonas), o de un macho, etc. (1,
2,7,912).

Aunque el animal no haya estado gestante el Utero se hipertrofia durante el diestro, por lo que durante
la etapa de anestro se lleva a cabo la involucién uterina, la cual requiere entre 40 a 70 dias para
completarse, es decir que se completa hasta el dia 120-150 postovulacion.

Una vez que la regresion de los cuerpos lateos se ha completado los ovarios permaneceran inactivos
por meses hasta que en forma espontanea se inicie un nuevo ciclo de foliculogenesis que culmina en
una nueva ovulacion y asi un nuevo ciclo comience (12).

Las células parabasales y las células intermedias son el tipo de células predominantes presentes en el
espécimen vaginal obtenida durante el periodo de anestro (Fig. 12).
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Fig. 12.- Frotis vaginal de una perra en Anestro.

Aunqgue los neutréfilos pueden estar presentes o ausentes, generalmente son pocos en nameros
durante el diestro precoz. Similarmente las bacterias pueden presentarse o ausentarse pero son pocas
las cantidades durante el anestro.

COMPORTAMIENTO SEXUAL DURANTE EL

CICLO ESTRUAL

3

La sefal fisiolégica que origina la motivacion sexual es el equilibrio de los esteroides gonadales. Las
hormonas activan el sistema nervioso central cuando son transportadas por el flujo sanguineo. La
sefial humoral se transforma en una motivacion sexual o conducta sexual.

La informacion sensitiva permite la busqueda inicial de la pareja sexual y la identificacion de sus
estado fisiologicos, y libera las reacciones motoras apropiadas.

Las interacciones de comportamiento que conducen a la copula se pueden dividir en 4 fases
principales: busqueda mutua de la pareja sexual, identificacion del estado fisiolégica de la pareja,
orden de sucesion de interacciones de comportamiento que dan como resultado la adopcion de la
postura de apareamiento por la hembra, y reaccién de monta del macho, que conduce a la copula. Ei
orden de sucesion del comportamiento parece iniciaro la hembra (8).

Al comenzar el proestro en la hembra la emision de orina es mas frecuente (cantidades pequeiias)
para diseminar feromonas (olores producidas por la mucosa vestibular) (1) que los machos pueden
percibir a distancia a través del olfato, atrayéndolos hacia ella. Sin embargo en esta etapa la hembra,
aunque es atractiva para el macho y muestra un cierto interés por este, no muestra una receptividad
sexual y no permite la monta, mostrandose agresivas cuando el macho intenta montaria. Conforme
avanza el proestro la hembra va adoptando una actitud sexualmente activa, buscando al macho,
jugueteando con este, etc. Y la respuesta a los intentos de montas se hace menos agresiva,
limitandose a adoptar posturas que dificultan Ia monta o la penetracion.
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El inicio del estro se aprecia cuando se presenta un cambio repentino en la actitud de la perra, la cual
sexualmente receptiva. En esta etapa la hembra presenta los genitales al macho, desvia la cola
lateralmente para pemmitir el acceso hacia la vulva, y permite que el perro la monte. En ocasiones la
perra permite la monta pero no ia intromision del pene durante los primeros dos dias del estro debido
a que la vulva aun no esta totaimente relajada y la copula resulta dolorosa.

Algunas perras nerviosas o agresivas no llegan a presentar receptividad sexual completa aunque
endocrinamente se encuentren en estro y ovulen normalmente. (12)

CICLO SEXUAL HORMONAL
(ENDOCRINOLOGIA DEL CICLO ESTRUAL)
4

Concurrentes con el crecimiento y la actividad secretora de los foliculos, los niveles de estrégenos se
incrementan en forma progresiva de niveles basales a niveles pico durante los 2 ultimos dias del
proestro; siendo que las concentraciones de estradiol que sé habian mantenido a niveles menores de
5-10 pg/ml durante el anestro se elevan a 10-30 pg/mi al iniciase el proestro; y hacia el final del
proestro los niveles de estradiol se elevan hasta alcanzar un pico de 50-100 pg/ml. Los niveles de FSH
y LH se incrementan también progresivamente, en sincronia relativa, para alcanzar valores pico hacia
el final del proestro. Las evidencias recientes indican que la LH se libera en forma pulsatil (forma de
pulsaciones o rafagas cortas) de la adenohipofisis de la perra, mientras que la liberacion de FSH
parece ser tonica. Durante el proestro, los pulsos de LH en sinergia con FHS estimulan la maduracion
final de los foliculos. Unos cuantos dias después de comenzar el desarrollo folicular, los estrogenos
secretados por los foliculos en desarrollo tienen efectos observables sobre los 6rganos genitales
externos, indicando asi el inicio del proestro (10,12).

La secrecion de estrogenos de los foliculos probablemente estimula la secrecion de inhibina
(hormona no esteroide originada en los tubulos seminiferos y foliculos del ovario) y posteriormente
ambas, inhibina y los niveles sanguineos elevados de estrogenos procederan a inhibir la liberacion de
FSH por 1a adenochipofisis. El pico de estrdgenos provoca que de 1 a 3 dias después se produzca el
pico preovulatorio de LH, el que generalmente coincide con el inicio del estro aunque puede
presentarse desde 4 a 5 dias antes del inicio del estro hasta 2 o 3 dias después del mismo.

Hacia el final del proestro, el pico de LH estimula el rapido crecimiento y maduracion final de los
foliculos, promoviendo su futeinizacién o que culmina en la ovulacién 2 o 3 dias después; y como
resuitado, se presenta un incremento progresivo en los niveles sanguineos de progesterona, ya que
en la perra se comienzan a producir pequefias cantidades de progesterona varios dias antes de que
se produzca la ovulacion (4,10,12).

Los niveles de progesterona circulante llegan a ser hasta de 1ng/ml antes de que se produzca el pico
preovulatorio de LH y continian elevandose hasta llegar a 2-3ng/ml durante el pico de LH y hasta 8
ng/ml al momento de la ovulaciéon. A medida que los niveles de progesterona producida por los
foliculos luteinizados se incrementa, los niveles sanguineos de estrégenos disminuyen. El pico
preovuiatorio de LH y la ovulacién aportan un incremento posterior en la secrecion de progesterona de
los cuerpos liteos. Los niveles de progesterona se elevan gradualmente hasta alcanzar un maximo de
15 a 80 ng/mi alrededor de 20 dias después de la ovulacidn. Posteriormente los niveles se estabilizan
durante varios dias. (10,12). Los cuerpos liteos contintian secretando progesterona durante 70-75
dias (12), 50-70 dias (10) a partir de la ovulacion, sin importar si la perra esta prefiada. Después los
niveles de progesterona iniciaran un lento descenso, llegando a 1ng/ml 0 menos, se culmina con la
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completa regresion de los cuerpos liteos entre 70 a 80 dias o aun mas (10), 75 y 110 (12)dias
después de la ovulacion(10,12).

Una vez que la regresion de los cuerpos liteos se ha complementado los ovarios permaneceran
aparentemente inactivos por varios meses ya que investigadores de la universidad estatal de Colorado
han demostrado que ni el ovario canino ni la glandula hipofisis estan inactivas durante los altimos 2
meses del anestro (10,12). Las concentraciones promedio de FSH fueron mas altas durante él ultimo
mes del anestro que durante el proestro. Durante este periodo, hubo incrementos esporadicos pero
significantes en las concentraciones sericas promedio de LH. La concentraciéon promedio de prolactina
fue también elevada y variable durante el final del anestro, lo que indica que los foliculos ovaricos se
desarrollaran y respondieron a la estimulacion gonadotropica. No obstante durante el anestro los
niveles de progesteronafpermanecen por debajo de 1.0 ng/ml de suero (10)}. [son menores a 0.5 ng/mi

(12)].

A pesar de la actividad gonadotropica y de la secrecion de estradiol por los foliculos ovéricos durante
el final del anestro, la perra permanece en una etapa de inactividad reproductiva.

Los niveles de prolactina en la perra permanecen relativamente constantes a lo largo de las fases
folicular y Ittea del ciclo (10). Sus concentraciones en sangre suelen aumentar segin desciendan las
concentraciones de progesterona, aunque en algunos casos la progesterona puede estimular la
liberacién de prolactina. Esta es una hormona producida y liberada por la glandula pituitaria anterior;
Actua sobre la glandula mamaria (preparada por la acciéon de los estrogenos y de la progesterona)
para estimular la produccion de leche (1).

La perra posee relativamente altos niveles de testosterona en suero recolectado durante el final del
anestro, proestro, o al principio del estro. Los niveles sanguineos se incrementan de manera
significativa durante el proestro y disminuyen rapidamente después del brote ovulatorio de LH.
Durante el diestro, los niveles de testosterona se mantienen a nivel basal. El significado fisiolégico de
estos relativamente altos niveles sanguineos de testosterona en la perra no ha sido determinado. No
obstante, puesto que son los mas altos al inicio del estro, la testosterona puede contribuir a las
respuestas conductuales de la perra estrual (10).

TECNICAS DE DIAGNOSTICO DEL CICLO ESTRUAL

EN LA PERRA

5
5.1 Antecedentes:

Las examinaciones clinicas de las perras se llevan a cabo por diversas razones, entre las que
se pueden mencionar; existencia de problemas reproductivos; evaluacién previa al servicio, a la venta
0 a la compra, programas veterinarios de manejo reproductivo, para programar fa transportacion
requerida para llevar a cabo el servicio o la inseminacién artificial; para éf diagnostico y el manejo de la
gestacion, o para la seleccion de tratamientos anticonceptivos.

La primera tarea esencial es determinar o confirnar el estado reproductivo de la perra.
Una evaluacién reproductiva basica consistiria principalmente en: 1) palpacién de la glandula

mamaria 2) evaluacion del tamafio y consistencia de la vulva y el perineo mediante inspeccion
cercana, 3) evaluacion de una muestra de citologia vaginal obtenida en forma apropiada, 4) obtencion
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de una muestra de suero o plasma para la detemminacion de progesterona y 5) seleccion del mejor
momento para la préxima evaluacion con el objeto de evaluar cambios en los parametros
anteriormente mencionados.

La anica forma de estar seguros de cuales son el estado y el potencial reproductivo de la perra
es a través del seguimiento de los cambios en los parametros reproductivos (5).

5.2 Técnicas diversas

1. - Palpacion de las glandulas mamarias: Las glandulas mamarias crecen y regresan durante cada
ciclo ovarico. El crecimiento puede ser moderado y solo notarse alrededor de Ia base de los pezones,
0 puede extenderse a lo largo de toda la cadena mamaria o presentarse como una pseudogestacion
con todo y lactacion (5).

2.- Examenes vulvares: La vulva aumenta de tamario y se pone progresivamente mas turgente en el
proestro durante la elevacion preovulatorio de estrégenos, posteriormente se ablanda durante {a caida
de estrégenos y la elevacion de progesterona que se presentan airededor de ia ovulacion. La
palpacion de la vulva cada dia o dos y la deteccién en los cambios en turgencia a menudo confirman
los cambios hormonales sugeridos por cambios en la conducta del animal(5).

3.- Conducta: La evaluacion de la conducta sexual es atil cuando existe un macho disponible , sin
embargo las perras pueden ser selectivas , aceptando a algunos perros y no a otros. Algunas perras
pueden en forma erratica aceptar la monta del macho desde una semana antes de la ovulacion,
mientras que otras pueden rechazar la monta hasta el final del penodo de estro fértil (5).

4.-Vaginoscopia: La combinacion de vaginoscopias seriadas y citologias vaginales puede ser
extremadamente (til para el manejo de los servicios y la determinacion del momento de Ia ovulacion.
Existen cambios macroscopicos en la mucosa vaginal que son paralelos a los cambios de la citologia
vaginal. Pero ademas, y esto es importante alrededor del momento de la ovulacion se presentan
cambios observables a simple vista en la mucosa vaginal (5).

5.- Resistencia eléctrica de la mucosa vaginal: El uso de unidades de Ohms, disefiadas para
evaluar cambios en la resistencia de la mucosa vaginal, permite obtener lecturas diarias que pueden
proporcionar un patréon muy informativo. La resistencia aumenta durante el alza de estrogenos del
proestro, luego puede fluctuar, mostrar pulsos o permanecer elevada cerca del momento de la
ovulacion, se eleva durante el resto del periodo fértil de estro y declina cuando Ia citologia vaginal y la
apariencia endoscopica indica que la perra esta en metaestro (5).

6.- Deteccién de niveles hormonales: Las mediciones de niveles plasmaticos periféricos de LH
pueden constituirse en el método mas exacto para predecir la ovulacion en la perra. Los analisis de LH
estan disponibles pero debido a que el pico de LH dura solo uno o dos dias en la perra, las muestras
de sangre deben ser obtenidas diariamente o dos veces por dia durante el proestro, lo que lo convierte
en un método caro y poco practico.

El método que mejor combina a los aspectos econdmicos y de practicidad con la necesaria
exactitud es la medicion de niveles de progesterona en plasma en suero periférico, realizado por un
laboratorio de diagnostico veterinario, asi como los ensayos semicuantitativos que se llevan a cabo en
el consultorio, son herramientas invaluables de diagnostico. También es posible realizar estimaciones
de progesterona en unos cuantos minutos en el mismo sitio en que se obtiene la muestra por medio
de kits de enzimoinmunoensayo (ELISA) (5,9).
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7.- Utilizacion de frotis salivales para el seguimiento del ciclo estral de la perra. Arborizacion:
Con base en las investigaciones realizadas en el moco cervical humano y bovino surge la idea de
estudiar la arborizacién de la saliva de ia perra como una técnica auxiliar para el seguimiento del cicio
estral con el propésito de aumentar la eficiencia en la deteccién en la etapa de ovulacién.

La arborizacion esta intimamente ligada con el nivel estrégenico que en el caso de la hembra
canina alcanza su pico aproximadamente 2 dias antes de la ovulacién lo que hace suponer que el
méaximo de cristalizacién estar presente en el periodo ovuiatorio.

La arborizacion se ha clasificado en 3 tipos de acuerdo al momento de su presentacién.

e TIPO A: Son helechos abundantes anchos y grandes, se presentan en el maximo nivel
estrégenico (principio del estro).

e TIPO B: Son helechos mas que el tipo A que se acomodan de manera longitudinal, se presentan
cuando hay casos de E2 (mas del 95% de los estrégenos circutantes) mitad del estro.

e TIPO C: Son helechos muy pequeiios casi fragmentados y se presentan cuando hay dominancia
de progesterona (final del estro) (1,6).

8.- Citologia vaginal exfoliativa: El método indirecto mas difundido para estudiar el ciclo estral de la
perra es la citologia vaginal exfoliativa. Este es un método simple y rapido (9).

COLPOCITOLOGIA

CITOLOGIA VAGINAL EXFOLIATIVA

6

6.1 ldentificacion de células en la citologia vaginal:

El epitelio vaginal es uno de los diversos tejidos que son érgano blanco para hormonas ovaricas.
Cambios caracteristicos en las células vaginal epiteliales exfoliadas surgen como el resuitado del
cambio del modelo secretorio de las hormonas ovaricas. Por consiguiente, una diaria evaluacion de la
exfoliacion de las células epiteliales vaginales puede ayudar a identificar varias etapas del ciclo del
estro canino y determinar cuando presentar a una hembra con el macho.

Las células epiteliales vaginales responden a los niveles crecientes de estradiol durante el
proestro de manera consistente. Los estratos celulares de la mucosa vaginal aumentan desde 2-3
hasta 20-30 durante la estimulacion con estradiol. Las células cambian de un aspecto de parabasales
pequefias con una relacién nicleo/citoplasma alta, pasando por células intermedias pequefas y
grandes, que aun conservan un nucleo grande, hasta presentarse como células superficiales ya sea
parciaimente primero y totaimente comnificadas o queratinizadas al final, las que generalmente tienen
una forma irregular, a veces bordes plegados, y contienen un nicleo ya sea picnotico o simplemente
son anucleadas.

Las células epiteliales vaginales responden a un aumento de estradiol en el plasma periférico
con una demora de 3 a 6 dias. En algunas perras la comificacion maxima puede verse hasta por 14
dias, apareciendo en el proestro tardio o en el estro temprano, manteniéndose incambiadas durante el
periodo de caida abrupta de estradiol y de aumento de progesterona que procede la ovulacion y
durante todo el estro (9).

GIERENORIG BE ULNTIAY T'0LO6IEAS ¥ AGROPECUARIA

RIBLIDTRA CENTRAS
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TIPOS CELULARES TOMADOS EN CUENTA NORMALMENTE EN

FROTIS VAGINALES CANINOS.

CELULAS EPITELIALES EN FROTIS VAGINAL CANINO |

Micrémetros

40 60 80

Parabasales

Pequeiias

Intermedias

Grandes

Superficiales

intermedias

Superficiales

Totalmente
cornificadas

6.1.1 Células basales

Las células basales a la larga se elevan a todos los tipos de células epiteliales observadas en un
espécimen vaginal. Desde que las células basales estan sobre la base de la membrana y usualmente
no son exfoliadas, ellas rara vez son observadas en un espécimen vaginal.
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6.1.2 Células parabasales

Las células parabasales son las mas pequeiias de las células epiteliales, normalmente vistas en el
espécimen vaginal. Estas células son circulares, tienen nicleo redondo y poseen mas grande el
nidcleo que el citoplasma en comparacion de las células epiteliales vaginales que rutinariamente se
exfolian. (Fig. 13y 14).

Fig. 13.- Esquema de célula parabasal Fig. 14.- Aglomerado de células parabasales

6.1.3 Células intermedias

Las células intermedias varian en tamario pero generalmente son cerca de dos veces el tamaiio de las
células parabasales. Sus ndcleos son similares en el tamarfio a aquellas células parabasales.(Fig. 15 y
16).

Fig. 15.- Esquema de célula intermedia Fig. 16.- Acumulo de células epiteliales intermedias
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6.1.4 Células superficiales intermedias

Este tipo de células son mas grandes que las células parabasales e intermedias, pero los tres tipos
tienen un nucleo de similar tamaio y apariencia. Los bordes de las células superficiales intermedias
son replegados y angulados (curvados). (Fig. 17 y 18).

Fig. 17.- Esquema de célula superficial intermedia Fig. 18.Acumulodecélulassuperficiales
intermedias

6.1.5 Células superficiales

Las células superficiales son las células epiteliales mas grandes en el espécimen vaginal. Sus
nuacleos, si estan presentes, también son picnéticos y descoloridos. Los bordes de la célula superficial
son curvados y replegados, similares a aquellos con células superficiales intermedias. (Fig. 19 y 20, 21
y 22). :

Fig. 19.- Esquema de célula superficial Fig. 20.- Células superficiales de una perra en estro.
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Fig. 21.- Esquema de célula superficial (anucleada) Fig. 22.- Acumulo de cel. superficiales anucleadas

6.2 Cambios histolégicos en el epitelio vaginal:

« Durante la prepubertad y el anestro el epitelio vaginal consta de 2 capas, la mas extema de las
cuales aparece pseudoestratificada y no presenta infiltracién leucocitara.

e Al comenzar el proestro el epitelio se transforma gradualmente en escamoso estratificado,
presentando un grosor de unas 16 células al final del proestro. En las capas basales se observa
hiperplasia, hipertrofia y mitosis. Las células escamosas superficiales se van queratinizando, y no
va a existir infiltracion leucocitaria.

* En el estro el epitelio escamoso estratificado se desprende gradualmente y no habra infiltracion
leucocitaria.

e Durante la etapa de metaestro el grosor del epitelio es de 3 a 6 células y hay infiltracién de
leucocitos polimorfonucleares tanto en el epitelio como en la lamina propia. Mediado el metaestro
el espesor del epitelio es de 2 células y han descendido la infiltracion celular (1).

TECNICAS PARA LA COLPOCITOLOGIA

7

Para que las muestras sean representativas del estado de la perra deben obtenerse en forma
apropiada. Entre mas consistente sea el procedimiento empleado mas confiable sera la interpretacion
de los cambios que se observen entre una muestra y la siguiente. Las muestras obtenidas del
vestibulo a partir de material suelto en la vagina pueden ser informativas, pero muy a menudo dan
resultados incorrectos. Las muestras deben obtenerse con suficiente vigor y decision, y deben
colocarse en el portaobjetos con el suficiente cuidado como para que no exista duda de que lo que se
coloque en el portaobjetos sea representativo de las células de la superficie de la mucosa vaginal (9).
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Preparacion de frotis vaginales (Obtenciéon del material vaginal).
# TECNICA UTILIZADA

1. Torunda biolégica: el hisopo debe de medir 15 cm de largo y debe ser introducido por lo menos 5
pulgadas dentro del tracto de la mayoria de las perra, excepto en las muy pequeifias. Previamente
se debe humedecer, pero no mojar, la punta del hisopo, de preferencia con solucién salina. Es
recomendabile la utilizacion de un especulo para evitar tocar la mucosa de la vulva y el vestibulo.
Introducido el hisopo; este debe ser rotado sobre su eje y al mismo tiempo movido de un lado a
otro de tal foma que se sienta que se estan arrancando células de una superficie extensa del
recubrimiento vaginal. El hisopo debe ser retirado cuidadosamente y su punta se rueda
gentilmente sobre el portaobjetos.

Inconvenientes de este método:

¢ Se recoge mucus durante el metaestro y anestro, el mismo se seca (se fija) sobre el portaobjetos
y causa distorsion de las células.

e La accion de enrollar el hisopo sobre el portaobjetos provoca ruptura celular.

e En el frotis se incluyen elementos procedentes de la torunda (1,5)

Fig. 23.- Exposicién de la vulva , Fig. 24.- Limpieza de la vulva

Fig. 25.- Isopo estéril Fig. 26.- Extraccion del isopo estéril
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Fig. 28.- Impresion de la muestra Fig. 27.- Extraccidon del isopo

Fig. 29.- Isopo extraido Fig. 30.- Impresion del frotis

Fig. 31.- Tincién del frotis Fig. 32.- Enjuagado de la laminilla
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Espatula: mediante la utilizacion de un especulo vaginal para tener un acceso mas directo a la
vagina. Con una espatula rascar material de la pared vaginal y retirando con cuidado la espatula
extender el material recolectado sobre el portaobjetos.

Inconvenientes de este método:
s Se recoge muy poco material

* Resulta dificil la extension del material (1).

Aspiracion: aspirar material de ia vagina caudal usando un catéter o una pipeta; colocar una gota
de exudado sobre un porta objeto y extenderla como un frotis de sangre. Durante el metaestro y
anestro puede introducirse en la vagina una pequefia cantidad de agua o de solucién salinasj y
aspirar, pera recoger una suspencion de células. No se produce distorsion celular si el frotis es
preparado y secado inmediatamente. Este método proporciona un frotis claro y sin distorsion, y el
material recogido puede ser usado también para examinar fa cristalizacién del mucus en el estro

).

TECNICAS DE TINCION DE LOS FROTIS VAGINALES

Tincion de Wright-Giemsa: Las preparaciones deben de secarse al aire, y preferentemente
deben fijarse con spray (Spray-Cyte 6 Cyto-Prep) o con metanol, y luego se tifien utilizando un
método comercial de tincion modificada de Wright-Giemsa. Después se debe revisar todo el
portaobjetos para asegurarse que el area seleccionada para la examinacion sea representativa
(1.9

TINCION UTILIZADA: Se utilizo un equipo de soluciones colorantes para la Tincién
POLICROMATICA manual de frotis sanguineos (HEMOCOLORANTE RAPIDO). Reemplaza a los
colorantes de WRIGHT y de GIEMSA. Se usa un juego de 2 soluciones colorantes, cuyos
componentes dan por resultado una coloraciéon similar a los colorantes hematolégicos segun
Romanowsky. Es un equipo para tincién rapida, pues se lleva a cabo en menos de 1 min.

PROCEDIMIENTO:

1.- Limpiar perfectamente un portaobjetos y marcarlo con un lapiz de punta de diamante poniendo
la fecha.

2.- Hacer la extension de las células previamente recolectadas sobre el portaobjetos procurando
hacerlo lo mas uniformemente posible, cuidando que no quede ni muy deilgado o grueso y ni que
llegue al extremo del portaobjetos.

- -3.-—Fijar el-frotis-con-alcohol-metilico-o (spray-cyte) durante 5 seg. Y dejar secar

4 .- Sumergir el portaobjetos en el colorante No. 1 (solucion de Eosina Amarillenta) durante 10 a
15 seg.



24

5.- Lavar con buffer (agua destilada) de referencia pH 7.2 y sacudir para eliminar el excedente.
6.- Sumergir por 10 a 15 seg. En el colorante No. 2 (soluciéon de Azur-Azul de Metileno)
7.~ Lavar con Buffer (agua destilada) de referencia pH 7.2 y dejar secar.

8.- Observar al microscopio.

Método de Shorr:
Ventajas:

» Permite diferenciar células epiteliales queratinizadas (color naranja y no queratinizadas (color
azul).

¢ A partir de esto puede calcularse un indice de queratinizacion (indice eosinofilico).
Desventajas:
¢ No existe un valor absoluto del indice eosinofilico que indique el momento de la ovulacién.

e El método de tincion es complicado si se realizan tinciones individuales, y los componentes
deben ser fittrados o renovados con regularidad. ,

NB las tinciones tricromo como la de Shorr son excelentes para la citologia vaginal humana ya

que se tifien c/dia muchos frotis; en la perra los frotis vaginales suelen ser muy esporadicos
para justificar el uso de una técnica de tincion complicada (1). '

Azul de metileno:

Verter el colorante sobre una extensién secada al aire durante 5-20 minutos; arrastrar con agua el
exceso de colorante y examinar inmediatamente

Ventajas:
e Muy simple y rapido
Desventajas:

o Debe ser examinada la extension himeda de forma inmediata, ya que la desecacién provoca
deformacion de las células.

e El examen de extensiones hiumedas a grandes aumentos provoca muchas veces
condensacion sobre las lentes del objetivo.

¢ No puede mantenerse un registro permanente de las extensiones (1).
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Tincién de Leishman:
Cubrir la extensioén secada al aire con 2 mi de colorante y dejar en reposo durante 2-3 minutos

Afiadir 2 ml de tamp6n fosfato con suavidad de forma que la tension superficial evite el goteo; se
descubrira un brillo metalico sobre la superficie del colorante diluido

Transcurridos 20 minutos lavar el colorante con agua y dejar secar.
Ventajas: relativamente simple y rapido.

Desventajas: la extension se secara si se deja olvidada .

Diff-Quik (Merz y Dade):

La extension (secada al aire) se baiia seis veces en cada una de las tres soluciones, se lava
inmediatamente con agua y se deja secar.

Ventajas: rapido y proporciona resultados firmes.

¢ Desventajas: es un procedimiento caro, una de las soluciones (fijador) se evapora con rapidez
(incluso sin utilizarla) y las soluciones deben cambiarse con frecuencia (1)

Fig. 33.- Tincién de Diff Quick
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INTERPRETACION DE LA CITOLOGIA VAGINAL

9

En una citologia vaginal exfoliativa no solamente se examinaran las células de la mucosa
vaginal, sino que también el numero de bacterias y de leucocitos y eritrocitos (de origen uterino),

9.1 Anestro:

e Células epiteliales: son principalmente células redondas con ndcleos activos y mucho citoplasma
(generalmente en cantidades variables). Las células mas pequeias (células parabasales)
proceden de

e las cercanias de la membrana basal de la mucosa; las células mayores son producidas mediante
division celular y se denominan células intermedias.

e Leucocitos: su nimero puede ser generalmente entre reducido y moderado o simplemente no
encontrarse (principalmente neutréfilos segmentados y algunos linfocitos)

¢ Eritrocitos: ausentes

e Bacterias: generalmente ausentes (1,3,5).

Fig. 34.- Citologia vaginal de una perra en anestro
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9.2 Proestro:

Células epiteliales: €l numero de células intenmedias aumenta en el frotis inmediatamente antes, y
también durante el inicio del proestro aurnenta la proporcién de células que aparecen cornificadas
(superficiales), es decir; laterales mas rectas y con nicleos menores.:

Leucocitos: presentes en pequefio numero inicialmente aunque gradualmente desciendes su
numero; ausentes generalmente al final del proestro:

Eritrocitos: nonrmalmente aparece un gran numero de eritrocitos hasta el final de esta fase. El No.
De eritrocitos es de poca impartancia clinica normalmente.

Bacterias: El No. De bacterias (solamente visibles con determinadas tinciones) aumenta hasta el
final del proestro (generalmente existe una flora mixta; con presencia de 2 a 5 especies) (1,3,5):

Fig. 35.: Citologia vaginal en proestro medio Fig. 36.= Citologia vaginal en proestro tardio
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9.3 Estro:

« Células epiteliales: al inicio del estro se produce una comificacién maxima, es decir entre el 60 y el
90% de las células presentan laterales rectos y angulares que se arrugan. Los nicleos se toman
pequeiios (picnoticos) o carecen de ellos (entonces son llamadas escamas).

e Leucocitos: generalmente estan ausentes durante todo el estro y aparecen hacia él ultimo o
pendltimo ida, encontrandose neutréfilos segmentados. La aparicion de gran cantidad de
leucocitos denota el final del estro.

e Eritrocitos: pueden estar ausentes, o aparecer pocos 0 muchos, su numero carece de importancia
clinica. Los eritrocitos pueden detectarse microscopicamente durante todo el estro aunque no
exista evidencia de sangrado al microscopio.

e Bacteria: aparece generalmente un gran numero hasta el final del estro (las especies de bacterias
que aparecen incluyen estreptococos hemoliticos, otros estreptococos, estafilococos y E. Coli.
También son normales ureoplasmata y micoplasmata) (1,3,5)

Fig. 37.- Citologia vaginal de una Fig. 38.- Citologia vaginal de una
perra en estro. Nétese que a pesar de perra en estro. Nétese el fondo claro
haber 90% de células superficiales, debido a la ausencia de detritus
quedan algunos remanentes de celulares.

células intermedias.
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9.4 Diestro:

s Células epiteliales al final del estro todas las células vaginales son intermedias o parabasales y
aparece un gran numero de las mismas. Conforme avanza el diestro el No. De células varia
generalmente tiende a disminuir.

« Leucocitos: al final del estro se produce un aflujo masivo de estas células y se mantiene por
durante los primeros dias del diestro alcanzando su maximo como para el 32 dia, declinando su
numero en forma gradual conforme avanza el diestro, aunque todavia pueden aparecer algunos.
(practicamente no se encuentran para el 10° y 20° dia del diestro).

« Eritrocitos: generalmente ausentes aunque pueden verse en el inicio del diestro y carecen de
importancia clinica.

« Bacterias: desaparecen totalmente al final del estro, coincidiendo con el aflujo de neutréfilos y ia

aparicion de mucus y residuos. La caracteristica mas sobresaliente del frotis vaginal se presenta
en este periodo y le da el aspecto blanco purulento del flujo vaginal.(1,3,5,)

Fig. 39.- Citologia vaginal de una perra en Diestro  Fig. 40.- Citologia vaginal en diestro temprano.
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