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En la Ciudad de Monterrey, N. L., que cuenta con una pobla--
cién de 1.5 millones de habitantes, en la que muchas familias de los dife-
rentes estratos sociales guardan como tradicidén la compafiia de pequefias es
pecies, principalmente la especie canidea siendo utilizadas como mascotas,
para fines de proteccidén y para fines de lucro.

La estimacidén de la poblacién canina efectuada por la S.S.A.
para el afio de 1979 en el irea metropolitana es de 194,176, restindole un
30% a esta cantidad por ser perros posibles a eliminar y otro 10% por po--
seer atencidn particular, figurando un universo de 135,923, cifra que re--
presenta un gran problema para los especialistas en pequefias especies, los
cuales se enfrentan a la necesidad de recomendar al cliente el tiarpo Opti
mo para procrear las hembras.

Tradicionalmente en el ciclo estral de la hembra canina se -
recomendaba la cruza después del noveno al décimo dia de iniciacidn, infla
macidn y sangrado vaginal, sin embargo algunas hembras pueden presentar an
tes o después de este periodo la ovulacién, dificultando la concepcidn y -
en caso de efectuarse se obtiene como resultado camadas poco mumerosas.

En un intento por determminar el periodo dptimo para efectuar
la cruza de la hembra con resultados positivos se han realizado diferentes
estudios considerando como los mas aceptados los estudios microscédpicos de
citologia exfoliativa vaginal. Tal es el caso de Evans y Cole que desde -
1929 investigaron al respecto y actualmente se continGa investigando, uti-
lizando diferentes t&cnicas con diversos colorantes con resultados signifi
cativamente aceptables. Estas investigaciones han demostrado que las célu-
las del epitelio vaginal sufren cambios morfoldgicos que caracterizan a ca
da una de las etapas del ciclo estral, ademis la presencia de otro tipo de
células como glébulos rojos y blancos, son una ayuda adicional para la --
correcta interpretacidon de los mismos.

Después de revisar amplia y detenidamente la técnica de tin-
cidén de Giemsa, considero que €sta puede ser adaptada facilmente con resul
tados positivos a la tincién de citologia exfoliativa vaginal, la que pue-
de ser utilizada a nivel consultorio economicamente costeable y en forma -
efectiva, proporcionando datos sobre los diferentes estadios del ciclo es-
tral de los canideos.

El presente trabajo tiene camo objetivo determinar la dilu--



cién 6ptima para la observacidén de las cé&lulas vaginales asi mismo la de--
teccién de las fases del ciclo estral utilizando la t&cnica de Giemsa, ade
mis de evaluar comparativamente esta técnica con la técnica de Wright que
es la utilizada actualmente con mds frecuencia para estos fines.

Esperando contribuir en parte en el diagndstico de los esta-
dios del ciclo estral de canideos ficil y efectivamente utilizando la téc-

nica de Giemsa, me incliné a realizar el presente trabajo.



GENERALIDADES

La vagina en la perra es la porcién del tracto genital tubu-

lar que se extiende desde el cervix hasta el vestibulo o sinus urogenital.
Es un o6rgano muy elidstico limitado solamente en su extensién por las pare-
des de la cavidad pélvica, mide de 7 a 15 cm. dependiendo de su tamafio y -
raza,es estrechamente reducido en su parte anterior, la gran parte poste-
rior recibe el bulbus glandis del pene del perro durante el coito. Ademis
interviene en el paso del feto en el momento del parto.

El epitelio de revestimiento de la vagina varia desde un ti-
po escamoso poliestratificado en el momento del celo hasta una membrana --
que consta de dos o tres capas de células o en algunos casos incluso de cé
lulas simples en el diestro (2,4,5,12,17, ).

La perra es de todas las hembras domésticas la que tiene el
celo de mayor duracidn. Existe um celo de seis a diez dias de duracidn, el
cual va pereciendo por uma fase de preparacién que dura de dos a tres dias

( 8).

Los factores hormonales actlGan directamente sobre la vagina, -
como son 1los estrdgenos que provocan el aumento del tamafio de la vagina, -
modifican el epitelio y lo convierten de cfibico a estratificado,considera
blemente mis resistente a los traumatismos y a las infecciones que pueda -
sufrir la vagina (9).

Con la influencia de la progesterona se secreta un moco visco-
so y el epitelio prolifera quedando infiltrado por leucocitos (6,11).

El celo de la perra ocurre dos veces al afio con intervalo de
unos seis meses en la mayoria de los casos, el primer periodo se presenta
entre Enero y Marzo, el segundo entre Agosto y Septiembre. Esta situacién
no es regular en condiciones de domesticidad, de manera que en definitiva
puede encontrarse hembras en celo en cualquier momento del afio.

En el ciclo estral de la prrra se pueden observar las siguien
tes fases.

a). Proestro: Secrecién vulvar con sangre,tiumefaccifn progresiva delos la-
bios,la duracién de esta fase varia de cuatro a catorce dias.

b). Estro: La emisi6n de sangre se reduce o cesa, hay notable tumefaccién
vulvar,la duracién de esta fase varia entre cinco y doce djas y se -



muestra apetito sexual en los dos primeros dias de esta fase.

c). Metaestro: Ocurren alteraciones de seudogestacidn (ausencia de gesta--
cién verdadera), en el endometrio. Esta fase dura ocho semanas y termi
na con frecuencia con una especie de parto espurio (auténtica gesta--
cibén), acompafiada de secrecidn lictea.

d). Anestro: Se extiende desde la terminacidén de seudogestacidn hasta el -
comienzo del siguiente proestro. La duracidn de esta fase es de tres -
meses.

Durante el anestro las extenciones vaginales contienen leuco
citos y células epiteliales, los primeros desde luego mids escasos, Al co--
menzar el proestro hay sGbita aparicidén de c&lulas epiteliales cornifica-
das, con desaparicidén también s@bita de leucocitos. E1 final del estro es-
td anunciado por la reaparicién de leucocitos y pequefias células epitelia-
les.

Durante unos pocos dias al comienzo del metaestro, el gran -
nfmero de leucocitos da a la muestra un aspecto de secrecién purulenta.

El epitelio vaginal durante los lapsos de descanso sexual es
de tipo columnario cuboideo, s6lo con dos o tres capas. Durante el proes--
tro las células epiteliales toman la disposicién escamosa estratificada, -
en la que persisten hasta las {ltimas fases del estro. El estrato cdrneo y
las capas immediatamente por debajo se expulsan por descamacién durante -
los periodos de proestro y estro, con lo que dejan una estructura escamosa
que se convierte en epitelio columnario en una a tres semanas después de -
haber terminado el celo.

Durante la gestacidn espuria, el epitelio es mis tipicamente
columario que durante el anestro. El endometrio de la perra es de espe--
cial interés por el fendmeno de la hemorragia que fluye durante el proes--
tro, asi como las reacciones durante la seudogestacién que sigue al eso 6
celo.

Al observarse la estructura simple de las glindulas uterinas,
el estado edematoso del tejido conjuntivo y la hiperemia de los capilares
inmediatamente por debajo del epitelio con extravasacifn al tejido conjum-
tivo durante el proestro y el estro, demuestra que no se puede descubrir -
ninguna solucién de continuidad en el epitelioe, de 1o que se deduce que si
la explicacidn correcta es a partir de los vasos, 8stos deben ser pocos en



nmero y de pequefic tamafio. Otra explicacidn sobre la presencia de eritro-
citos en la cavidad uterina es la de la diapédesis a través del epitelio -
intacto. (3, 7, 13, 14, 15, 18,) .



DESARROLLO

El presente trabajo se realizd en la Ciudad de Monterrey, N.
L., estimando que la poblacidn canina para 1979 es de 194,176 perros, a es
ta cantidad le restamos un 30% por ser perros posibles a eliminar, y con -

atencidn particular 10%, quedando un universo neto de 135,923 (1).
Se tomd como referencia la divisién de 1la Ciudad en cuatro -

sectores, (Sectorizacidn utilizada en el programa de vacunacidn antirrabi-
ca por poseer un nimero equitativo de animales, dichos sectores como se --

muestra en el cuadro 1).
Teniendo un nimero neto o universo de 135,923 perros y toman

do como base el diagrama de VENN, el nfmero de animales por sector se ob--
tiene de la siguiente manera.

33,980 33,981

Ui U/4 33,980 perros por sector
33,981 33,981

Como la premutacion de hembras, machos es I : I obtenida por

variables aleatorias segin el cuadro tipo LYGAEUS:

M
H X Y
X XX XY
X XX XY

Por lo tanto el 50% de probabilidad son hembras. Si nuestro
universo por sector es de 33,980 se multiplica por el 50% obteniendo como
resultado 16,990 que es el universo aproximado de hembras por sector.

Utilizando la formula definicidén se obtiene que:

nPr= ni (41) (3) (2) (1) 4i (4) (3) (2) (1) 24
ni(n-ri) 41 (0)1 0i i
Pn (r) 41 24 Universo a trabajar.-

n Ntmero de sucesos o espacio muestra.

T Probables resultados posibles.

Pero de acuerdo a la premutacidn la cual es un suceso en el
cual de "n'" posibles resultados pueden derivarse "'r'' posibles resultados,



nos indica que un nimero no mayor ni menor de 30 perras para estudio, nos
dd un margen de error del 20%, por lo tanto 30 perras fué el universo tra-

bajado significativamente.
Este estudio se efectud en el sector nimero dos de acuerdo a

la sectorizacién efectuada en la Ciudad de Monterrey, N. L., por el Depar-

tamento Antirrabico de la S.S.A.
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MATERIAL Y METODOS

1). Gotero médico estéril

2). Solucién salina al .7%

3). Microscopio con platina mévil

4). Portaobjetos

5). Solucidén de Giemsa al 25%

6). Dos Técnicos {uno tiene la responsabilidad de irmobilizar la perra)

7). 30 perras para estudio {(maduras sexualmente).

El desarrollo del estudio consta de dos partes: In Vivo e In
Vitro.

In Vivo: Se trabajé con 30 hembras (maduras sexualmente), se
leccionadas al azar, las cuales fueron sametidas para extraer el material
de trabajo aplicando el método de Wright adaptado a nuestras condiciones,
de la siguiente manera.

Para la seleccidén de cé€lulas vaginales se procede primeramen
te a la inmobilizacién de la perra en posicidn normal apoyada en sus cua--
tro extremidades, después se procede a lavar sus genitales externos con -
abundante agua y jabdn neutro, posteriormente se secan con una gasa limpia.

Con una mano se toma el gotero médico estéril y se aspira --
dentro de &l de 1/4 a 1/2 ml. de solucidn salina al .7% a continuacién con
la otra mano usando el pulgar y el indice se separan y abren los labios de
la vulva y se inserta el gotero, (con la solucidn salina) dentro de la va-
gina, rapidamente se presiona y se relaja el bulbo del gotero médico algu-
nas veces aspirando células y solucidn salina dentro del gotero y se proce
de a retirar el gotero de la vagina.

In Vitro: Este estudio se efectud en tres etapas.

1.- La determinacidén de la dilucién 6ptima del colorante de Giemsa, se ob-
tuvo trabajando con las siguientes diluciones.
a), Dilucién al 5%
b). Dilucidén al 10%
c). Dilucidn al 15%
d). Dilucién al 20%
e). Dilucidn al 25%
f). Dilucidn al 30%



g).
h).

i)-
K).
1).

Dilucidén al 35%

Dilucidon al 40%

. Dilucidn al 45%

Dilucidn al 50%
Dilucidn al 75%
Dilucidn al 100%

En la preparacién de laminillas para la deteccidn de las fases del ci-
clo estral, se utilizd la técnica de Wright adaptada como sigue:

Los portaobjetos deben estar limpios y libres de gras, estos se colo--
can sobre una superficie horizontal, y usando la punta del gotero se -
esparce la mezcla de c&lulas y solucidn salina sobre el portaobjetos y
se procede a secar la laminilla al aire, posteriormente se colorea la

laminilla con €l colorante de Giemsa durante diez minutos, se lava con
agua destilada y se coloca sobre un papel secante en un dngulo de 45°,
logrando asi un secado rapide y uniforme. Luego se coloca en la plati-
na mévil del microscopio y se procede a la evaluacidén, utilizando el -
objetivo de 40 X.

La evaluacifén de la té&cnica de Giemsa Vs técnica de Wright, se efectud
haciendo la comparacién del set de laminillas de Robert R. Dahlgren, -
DVM, PhD Ralston purina company, St. Louis, Missouri, (técnica de --
Wright), con las laminillas elaboradas en este trabajo (técnica de --
Giemsa).



RESULTADOS

En el estudio citoldgico exfoliativo efectuado en los 30 ca-
nideos hembras, se observé que la dilucidén adecuada del colorante de Giem-
sa para la coloracidén y observacidn correcta de los frotis vaginales, es -
la dilucidn al 25% (25 c.c. de colorante de Giemsa mds 75 c.c. de agua des
tilada). Ademas el tiempo 6ptimo que debe durar el frotis vaginal en con--
tacto con el colorante de Giemsa es de solo 10 minutos no mayor porque de
ser asi fijaria el colorante en exceso y nuestros resultados serian difici
les de observar, ni menor pues de lo contrario el colorante no lograria fi
jarse completamente a las cé&lulas y su identificacidn seria dudosa.

Efectuando correctamente esta técnica se lograron identifi--
car las siguientes etapas del ciclo estral de la perra.

Proestro: Esta parte del ciclo se caracteriza por un incre--
mento en el nimero de eritrocitos, aunque al principio del proestro los -
leucocitos pueden encontrarse. Las células epiteliales de la vagina apare-
cen como una mixtura de células cornificadas y no cornificadas, los niclecs
de las epiteliales pueden estar menos claras mientras que los bordes del -
citoplasma se hacen mas redondeados con una marcada basefilia.

Proestro Temprano: Los eritrocitos son numerosos, hay una --

mixtura de células cornificadas y no cornificadas, la mayoria de ellas si-
guen teniendo niicleos claros. Las particulas celulares y mucosas tienden a
opacarse en el fondo.

Mitad del Proestro: Dominan los eritrocitos, las cé&lulas ba-

sales no estdn presentes, los nlicleos epiteliales son picndéticos o ausen--
tes mientras la mayoria de las células epiteliales se vuelven cornificadas.

Final de Proestro: Decrece el nimero de eritrocitos, existe

una mixtura de células epiteliales cornificadas y no cornificadas y ocasio
nalmente puede estar presente la célula basal.

Estro: Este periodo puede terminar a 1los cuatro o cinco dias
(ocho a once después de la hinchazén vaginal), es caracterizado por la pre
sencia de maduracién, células epiteliales cornificadas. La mayoria de los
nficleos epiteliales son picndticos o ausentes. En el frotis vaginal apare-
cen claros porque hay particulas de c&lulas o mucosa presente con basofi--
1ia.



Estro Temprano: Las c&lulas epiteliales cornificadas son pro

minentes. El1 frotis generalmente estd libre de eritrocitos y leucocitos.
Mitad del Estro: Las c&lulas epiteliales cornificadas siguen

dominando el frotis, ocasionalmente los leucocitos pueden encontrarse du--
rante el mediaestro y en etapas posteriores.
Final del Estro: Las c&lulas epiteliales tienden a formar -

agrupaciones. Hay aumento de leucocitos los cuales se vuelven visibles --
mientras que el material tiende a aumentar en el fondo.

Metaestro: En esta parte del ciclo la citologia vaginal mues
tra un marcado incremento en el nimero de leucocitos. Al principio las cé-
lulas epiteliales vaginales pueden ser cornificadas, pero gradualmente las
células no cornificadas se vuelven mas visibles aunque el nimero total de
células epiteliales decrece cuando la hembra se acerca al anestro.

Mitad del Metaestro: Los leucocitos son més comimes, las cé-

lulas epiteliales empiezan a degenerar y pierden su capacidad basofilica.
Final del Metaestro: Los leucocitos son mas prominentes en -

el frotis celular, las células epiteliales maduras estdn pdlidas y necrdti
cas, algunas cé&lulas basales estan necrodticas. ‘

Anestro: En esta fase decrece el nimero de leucocitos y de -
células basales e intermedias, las células superficiales & maduras son ne-
crioticas. Raramente se encontraran eritrocitos solo hasta muy tarde en es-
te periodo, Sin las células epiteliales tipicas se podrd confundir este pe
riodo con el metaestro.

Anestro Temprano y Medio: Se observan células epiteliales ne

crdticas y un descenso de leucocitos.

Anestro Medio: Los leucocitos se encuentran presentes pero -

en menor ndmero,

Final del Anestro: Hay aumento de las células basales y su--

perficiales, existen eritrocitos y leucocitos en pequefia cantidad.



PROESTRO

.- Eritrocitos

1

2.- Leucocitos

3.- Células no Cornificadas

4.~ Células Cornificadas



ESTRO

Células cornificadas con nicleos picnéticos 6 ausentes.
Mucosa con basofilia.



METAESTRO

1.- Cé&lulas no Cornificadas

2.- Células Cornificadas

3.- Leucocitos



ANESTRO

1.- Células Necrdticas

2.- Leucocitos



CONCLUSIONES Y RECCOMENDACIONES

Después de obtener los resultados antes mencionados se efec-
tuaron comparaciones de la técnica de Giemsa Vs técnica de Wright, técni--
cas utilizadas para la tincién de células exfoliativas vaginales, observin
dose que las dos técnicas nos encaminan a los mismos resultados, solo que
en la técnica de Wright la coloracidén es mas firme que en la de Giemsa, -
por lo que nos lleva a una identificacidn mas segura de las fases del ci--
clo estra, con el inconveniente de que es una té€cnica mds larga y complica
da.

El detectar las fases del ciclo estral de la perra por medio
de la técnica de Giemsa es una situacién que implica que el Médico Veteri-
nario especialista en pequefias especies adquiera la experiencia necesaria
para la identificacidn de los distintos tipos de células presentes en la -
vagina, en las distintas etapas del ciclo estral, dicha experiencia sélo -
se podrd adquirir practicando esta técnica las veces que sean necesarias,
hasta lograr la identificacidn correcta.

Mientras se logra dicha experiencla, es recomendable valerse
de la ayuda del tes-tape R. La tira reactiva se introduce en la vagina has
ta el nivel del cuello uterino, dejéndola por espacic de un minuto. Si una
vez retirada la tira ha cambiado su color por un verde oscuro, ello signi-
fica que ha ocurrido 1a ovulacidn. Estarid indicando el apareamiento al dia
siguiente con su repeticidén una o dos veces a intervalos de cuarenta y --
ocho horas.

No es recomendable utilizar la técnica de citologia exfolia-
tiva vaginal en hembras durante trastornos hormonales, puesto que nuestros
resultados serian falsos.
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