Estandarizacion de la citologia vaginal
exfoliativa correlacionando los niveles
séricos de progesterona en perras
durante la peri-ovulacion.

Resumen. Segin la literatura, la exactitud de la citologia
como prueba definitiva para determinar el periodo de ovula-
cién en hembras caninas es controversial; por tanto, se crea la
necesidad de correlacionar una caracteristica tipica de la ovu-
lacién, como son los niveles plasmdticos de progesterona, con
los cambios celulares detectados en la citologia vaginal exfo-
liativa. La medicién de progesterona en plasma se realiz6 por
ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas (ELISA), para
verificar si el porcentaje de células superficiales encontradas
en la citologia vaginal se relaciona con los niveles hormonales
en la ovulacién. El trabajo se realiz6 en la Clinica Veterinaria
Pequefios Animales, Dr. Santiago Reyes, de la ciudad de Bu-
caramanga. Se colectaron muestras citolégicas y serolégicas
de 30 perras de diferentes razas y edades, y en buen estado de
salud. Se les realiz6 la prueba citolégica cada 48 horas para
identificar los cambios morfoldgicos celulares, hasta consi-
derar el inicio del diestro; luego, se realizé la medicién de

los valores séricos de progesterona en las perras en estro (por
encima del 75% de células superficiales), cada 48 horas hasta
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Abstract. Because accuracy of cytology as definitive test
to determine the period of ovulation in canine females
(dogs) it is controversial, it makes necessary to correlate
typical characteristics of ovulation, as plasmatic levels of
progesterone and cytogical changes to ensure optimus
time of ovulation. Progesterone levels measures were
carried out by ELISA test, to conclude if superficial cells
percent found in vaginal cytology, is related with the hor-
monal levels during ovulation.

Cytologic and serum samples of 30 healthy female dogs
were collected every 48 hours. The datas were analysed by
correlation test.

When progesterone levels were below 10 ng/ml, the percen-
tage of superficial cells was 72 +/- 1,72%, while the percen-
tage of in flake, queratinizadas, intermediate cellular types
were 13 +/- 3,12%, 84 +/- 1,14% and 16 +/- 2,62% respecti-
vely. When progestrone levels were between 10 to 20 ng/ml,
the percentages of superficial cells was 68 +/- 2,08%, while
in flake, queratinizadas, and intermediate cellular types were
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el primer dia del diestro. Los resultados encontrados fueron:
en niveles inferiores a 10 ng/ml de progesterona sérica el
porcentaje de células superficiales es del 72 +/- 1,72%; células
en escama: 13 +/- 3,12%; el total de células queratinizadas:
84 +/- 1,14%; células intermedias: 16 +/- 2,62%. En niveles
de 10 a 20 ng/ml de progesterona, los porcentajes de células
encontradas en la citologia vaginal exfoliativa fueron: células
superficiales: 68 +/- 2,08%; células en escama: 11 +/- 3,19%;
total de células queratinizadas: 80 +/- 1,9%; células inter-
medias: 21 +/- 3,63%. Finalmente, en niveles superiores a

20 ng/ml de progesterona sérica, los porcentajes de células
encontradas en la citologia vaginal exfoliativa: células superfi-
ciales: 57 +/- 3,52%; células en escama: 10 +/- 1,35%: total de
células queratinizadas: 64 +/- 2,75%; y células intermedias: 35
+/- 3,31%.

Palabras clave: células escamosas, células intermedias, célu-
las queratinizadas, estrégenos, LH.

11 +/- 3,19%, 80 +/- 1,9% and 21 +/- 3,63% respectively.
Finally, within highest ranges (>20 ng/ml), the percentages
of superficial cells was 57 +/- 3,52%, while in flake, que-

ratinizadas and intermediate cells were 10 +/- 1,35%, 64

+/-2,75% and 35 +/- 3,31% respectively.

Key words: cells in flake, estrogens, intermediate cells, LH,
ovulation, superficial cells.

Introducciéon

Uno de los principales problemas en reproduccién
de pequefios animales es la determinacién de los dias
exactos de ovulacion, cuando ocurre un descenso de
la concentracién sérica de estrégenos y un aumento
en la concentracién sérica de progesterona ideal para
realizar la monta (1).

El ciclo estral de las perras consta de cuatro etapas:
proestro, estro o celo, diestro y anestro. En proestro, la
concentracién de los estrégenos séricos estd elevada, lo
que causa cambios fisicos evidentes, caracteristicos de
celo en las perras, incluyendo edema vulvar y exudacién
de una descarga serosanguinolenta a través de la vagina,
y una cronificacién aumentada del epitelio vaginal. La
concentracién sérica de estrégenos cae abruptamente
en el proestro tardio, estimulando un pico en la concen-
tracién de hormona luteinizante (LH) sérica y la subse-
cuente ovulacién. La concentracién del pico de LH en
suero (7 a 50 ng/ml) dura 24 a 40 horas antes de retor-
nar a niveles basales, ocurriendo la ovulacién 2,0 +/- 0,1
dias después del pico de LH. La concentracién sérica de
progesterona comienza a aumentar, coincidiendo con el
descenso de la concentracién de los estrégenos séricos y
el pico de LH, debido a luteinizacién preovulatoria de
las células foliculares. La concentracién sérica de pro-

gesterona en el dia del pico de LH (2 dias antes de la
ovulacién) es de 2,0 a 2,9 ng/ml. La concentracién séri-
ca de progesterona en el dia de la ovulacién es de 4 a 10
ng/ml. El descenso de la concentracién sérica de estré-
genos y el aumento en la concentracién sérica de pro-
gesterona marca el comienzo del comportamiento de
estro en las perras. En promedio, una perra puede ovular
en cualquier momento entre el 2° y el 6° dia después del
comienzo del comportamiento de estro. El estro se ca-
racteriza citoldgicamente por una cornificacién com-
pleta de las células epiteliales vaginales, donde mds del
50% de éstas aparentemente son anucleadas. Seis dias
después de la ovulacién (8,0 +/- 0,3 dias después del
pico de LH), la perra entra en diestro citoldgico, carac-
terizado por un comportamiento de cesacién del celo
y, citolégicamente, por un retorno abrupto al epitelio
no cornificado.

Los métodos para determinar el momento de
ovulacién en las perras incluyen la evaluacién del com-
portamiento o cambios fisicos en la perra, cambios en
el fluido vaginal, la evaluacién citolégica o vaginos-
copica de los cambios en el epitelio vaginal y ensayos
hormonales. La hormona luteinizante (LH) es la que
induce la ovulacién, y en la perra su maxima concen-
tracion sérica precede por 2 dias a dicho evento.
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Debido a que la medicién de la LH sérica no es
muy utilizada (requiere un muestreo diario de sangre),
la medicién de la concentracién de progesterona pue-
de utilizarse como un indicador indirecto del pico de
LH y de la subsecuente ovulacién.

La cornificacién vaginal aumenta gradualmente
en el proestro. La cornificacién completa generalmen-
te ocurre antes del pico de LH. El estro o celo se define
citolégicamente como la cornificacién completa con
mds del 75% de las células anucleadas, aunque T-W.
Concanon lo define desde el 50%, afirmando, ademis,
que existe una pobre correlacién entre el comienzo del
estro citoldgico y la ovulacién. El comienzo del diestro
citolégico, caracterizado por un abrupto retorno a la
completa no-cornificacién, ocurre 6 dias después de
la ovulacién, permitiendo una evaluacion retrospectiva
del dia de la ovulacion.

El principio de la citologia vaginal exfoliativa se
basa en identificar el tipo y el porcentaje de células de
las diferentes etapas del ciclo estral, ya que los cambios
hormonales de la vagina durante el ciclo se reflejan
en la morfologia de sus células epiteliales. Al inicio
del ciclo, la célula epitelial recibe mayor irrigacion
sanguinea (nutricién celular). Conforme los niveles de
estrogenos se incrementan el epitelio vaginal se va en-
grosando, lo que ocasiona que la célula epitelial se vaya
separando del aporte sanguineo y dé como resultado
una transformacién celular que va de la célula paraba-
sal a la célula anucleada o escama, (2), con células epi-
teliales de las diferentes capas del epitelio estratificado
plano no queratinizado, a veces células endocervica-
les, de reserva y, en ocasiones, células endometriales,
y células no epiteliales (eritrocitos, neutréfilos, eosi-
néfilos, macréfagos y espermatozoides, entre otros).
Las células que forman el epitelio vaginal estratifi-
cado plano sin queratina de la membrana basal hacia
la superficie son: basales o germinales, intermedias,
superficiales y escamas (3).

Las alteraciones que ocurren en la mucosa y la
béveda vaginal como resultado de una concentracién
sérica de estrégenos durante el proestro y el estro se
reflejan en el aspecto de las células epiteliales vaginales
exfoliadas. Se cree que esos cambios se deben unica-
mente a incrementos en las cifras de estrégenos circu-
lantes. Por lo tanto, todas las perras bajo la influencia

de foliculos funcionales y en maduracién estin bajo
el efecto de concentraciones cada vez mis altas de es-
trégenos. Estos causan engrosamiento de la cubierta
vaginal, lo que aleja mds a las células de la luz vaginal
de su aporte sanguineo. De este modo, la citologia va-
ginal puede servir como una valoracién indirecta, pri-
maria pero confiable, de los estrégenos (3). Es por esto
que las técnicas especificas, como la citologia vaginal
exfoliativa permiten establecer los dias de la ovulacién
para realizar la monta o la inseminacién con buena
probabilidad de éxito (4).

Los métodos para la determinacién adecuada
de la ovulacién han sido motivo de controversia por
diferentes autores. Los métodos mas confiables han
sido la determinacién sérica de los niveles hormonales
de LH y progesterona (5,6,7). Se han citado métodos
como la ultrasonografia para el seguimiento del de-
sarrollo folicular (8,9).Y recientemente se han usado
las excretas para determinar la presencia de hormonas
(progestinas) como un indice indicativo del momento
de la ovulacién (10). El seguimiento citolégico vaginal
y los cambios hormonales han sido considerados como
métodos paralelos fiables aunque con grandes varia-
ciones, como lo afirman diversos autores (11,12,13) y
hay quienes los consideran de poca confiabilidad, ge-
nerando argumentos para valorar de nuevo esta meto-
dologia (14).

La carencia de métodos diagnésticos confiables
que permitan tener certeza en la determinacién del
momento adecuado de la monta crea incertidumbre,
conllevando a pérdidas econémicas. Debido a estos
problemas nace la necesidad de implementar técnicas
diagnésticas que permitan determinar los cambios fi-
siolégicos durante el estro, a un bajo costo pero con un
alto grado de confiabilidad en su sensibilidad.

Este trabajo se propuso la tarea de fomentar la uti-
lizacién de la citologia vaginal exfoliativa como método
seguro y confiable para la determinacién de la ovulacién,
estandarizando el porcentaje de células superficiales que
indican los dias éptimos para la monta o la insemina-
cién artificial en perras de la ciudad de Bucaramanga,
teniendo en cuenta aspectos importantes como el clima,
la altitud y las condiciones ambientales de la ciudad. En
la literatura se reportan rangos diferentes de este por-
centaje: Feldman (2000) cita que el celo se presenta con
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mds del 80 al 90% de células superficiales, (1); Root
Kustritz reporta que con mds del 50% (15); Bonagu-
ra Kirt afirma que el primer dia del estro se presenta
con el 90% o mids de células epiteliales cornificadas o
superficiales (12); y P. Van Arrle, en el Compedium de
reproduccién animal, cita la citologfa vaginal sélo como
una técnica de andlisis retrospectivo, afirmando que al
empezar el diestro la perra ya habia ovulado 6 dias atras
(16). De esta manera se podré brindar, tanto a propie-
tarios comunes como a grandes criadores de la ciudad,
la solucién ficil, rapida y econémica al problema de la
deteccién de los dias especificos en que se debe realizar
la monta o inseminacién artificial.

Ademis, se realizé el estudio de estandarizacién de
la técnica de la citologfa vaginal como un método diag-
noéstico para la deteccién de los dias de la ovulacion, utili-
zando como prueba de correlacién confirmativa la medi-
cién de los valores séricos de progesterona en perras de la
ciudad de Bucaramanga (Santander-Colombia).

Materiales y métodos

El trabajo se realizé en la Clinica Veterinaria Peque-
fios Animales Dr. Santiago Reyes, de la ciudad de
Bucaramanga. Alli se colectaron muestras citolégicas
y seroldgicas de 30 perras a las que se les realizé un
seguimiento observacional para determinar el mo-
mento mds cercano al celo. Las unidades de estudio se
seleccionaron, previa autorizacién de los propietarios,
mediante un sondeo de los clientes que con frecuencia
asisten a la clinica.

Se ubicaron las hembras que, segtin los informes de
los propietarios, presentaran las manifestaciones fisicas
de celo; a partir de esto se les realiz6 la prueba citoldgica
cada 48 horas para identificar los cambios morfolégicos
celulares, hasta considerar el inicio del diestro. Segun los
resultados obtenidos en las pruebas realizadas, se clasifi-
caron las perras de la siguiente manera:

* Perras que se encuentran en proestro, es decir que
citolégicamente se encuentre mds del 65% de célu-
las queratinizadas y, adicionalmente, no haya pre-
sencia de neutréfilos y eritrocitos esporadicos.

* Perras que se encuentran en estro, es decir que ci-
tolégicamente se encuentren 75% 6 mds de células
queratinizadas y no haya presencia de eritrocitos.

* Perras en primer dia del diestro: caracterizado por
un abrupto retorno de las células parabasales y pre-
sencia de leucocitos.

Segtin la clasificacién anteriormente citada, se
procedié a realizar la medicién de los valores séricos de
progesterona en las perras en estro (por encima del 75%
de células superficiales), cada 48 horas hasta el primer
dia del diestro (presencia abrupta de células parabasales,
10% o mas), para lo cual se tomaron muestras seriadas
de sangre en tubos de ensayo localizados en un dngulo
de 45 grados a temperatura ambiente hasta la formacién
del codgulo, momento en el que se recuperé el suero con
una pipeta pasteur, depositdndolo en tubos ependorf de
1,5 ml y congelando a =20°C hasta el momento de la
determinacién de niveles de progesterona.

Segutin los resultados obtenidos en esta prueba se
establecié el porcentaje ideal de células superficiales o
queratinizadas en la citologia vaginal, para determinar
los dias 6ptimos de la ovulacién.

La citologia vaginal exfoliativa se realizé de
acuerdo con lo descrito por Feldman (1), brevemente:
se separan los labios vulvares, se introduce el espéculo
y se cubre para visualizar el meato urinario y la vagina,
se puede realizar sin espéculo o sélo con ayuda de los
dedos. Se introduce el aplicador (hisopo de 12,52 17,5
cm) a través de la comisura dorsal de la vulva. En prin-
cipio, se dirige el aplicador en forma caudodorsal para
evitar la fosa del clitoris, y luego se avanza siguiendo
la columna vertebral hasta que pase el arco isquidtico,
después se gira en ambas direcciones y se retira; la
punta del algodén se gira suavemente de un extremo
a otro sobre una laminilla haciendo tres impresiones
separadas y dejindolas secar al aire libre para proce-
der a la tincidn.

La tincién de las muestras se realizé por el mé-
todo de hemacolor: se lavé el exceso del fijador con
agua corriente, se aplicé hematoxilina de Harris por
30 segundos, enjuagando luego con agua corriente por
5 segundos y, posteriormente, se aplicé el colorante de
Shorr por 1 minuto; se lavé nuevamente con agua co-
rriente. Hecho lo anterior, se traté la muestra con alco-
hol al 70% por 30 segundos, alcohol al 95% por otros
30 segundos, alcohol absoluto por el mismo lapso de
tiempo, y por dltimo se aplicé xilol por 1 minuto.
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Todas las muestras las analiz6 un mismo obser-
vador en un microscopio en objetivo 40X.

La progesterona sérica fue analizada por ELISA
semi-cuantitativo (kit K9 Proges-Check). El suero debe
estar a temperatura ambiente cuando se realiza la prueba
y se puede refrigerar o congelar, en caso de necesidad,
pero antes de ejecutar la prueba. Los tres controles dan
colores de azul marino, indicativo de 0 ng/ml de proges-
terona; azul claro, indicativo de 2 ng/ml de progesterona;
y azul mds claro, indicativo de més de 10 ng/ml de pro-
gesterona. El color de las muestras probadas se compara
con el del control y se lee como 2 ng/ml o menos de pro-
gesterona si la intensidad esta cerca o igual al color azul
marino del control; entre 2 y 10 ng/ml de progesterona,
si la intensidad es menor o igual al control azul claro; y
mids de 10 ng/ml de progesterona, si la intensidad de la
muestra es como el control azul mds claro. Segtin la con-
centracién de progesterona, se establecieron 3 grupos:

1. <10 ng/ml.
2. 10-20 ng/ml.
3. >20 ng/ml.

Para cada grupo se realiz6 la tabulacién de los da-
tos, de acuerdo con la concentracién de progesterona y
el porcentaje de células en las citologias, con el fin de
realizar andlisis de regresion y correlacién.

Resultados

Grupo 1. Niveles de progesterona menores a
10 ng/ml

El 76,92% de los sueros analizados en el rango de
<10, ng de progesterona se encontraron entre 3,5 y

7,1 ng/ml.

Tabla 1. Distribuciones acumuladas de células queratinizadas en
pacientes con un rango de progesterona < 10 ng/ml.

. Frecuencia .
P Frecuencia . Porcentaje
Clase Limites mulad relativa mulado%2%
acumulada acumulada% | 2umulado%%
1 745 | 79,5 3 11,54 11,54
2 795 | 845 14 53,85 65,38
3 84,5 | 895 5 19,23 84,62
4 895 | 945 3 11,54 96,15
5 945 | 99,5 1 3,85 100,00

Enla tabla 1 se observa que el 84,62% de las cito-
logias de pacientes con niveles séricos de progesterona
<10 ng/ml presentaron valores entre 74,5%y 89,5% de

células queratinizadas.

Tabla 2. Distribuciones acumuladas de células intermedias en
pacientes con un rango de progesterona < 10 ng/ml.

o Frecuencia Frecuencia Porcentaje
Clase Limites relativa 0
acumulada o, | acumulado%%
acumulada%

1 0,5 55 1 3,85 3,85

2 55 | 105 3 11,54 15,38
3 105 | 155 5 19,23 34,62
4 155 | 205 14 53,85 88,46
5 205 | 255 3 11,54 100,00

Como se aprecia en la tabla 2, con respecto a las
células intermedias en los pacientes con el mismo ran-
go de progesterona sérica, encontramos que el 88,46%
de las citologfas presentaron 20,5% o menos de células
intermedias, y en el 100 hasta 25,5% o menos, lo que
indica que las células intermedias tienen bajo porcen-
taje en niveles de progesterona <10 ng/ml y que las
células predominantes son las queratinizadas.

En las figuras 1, 2 y 3 se aprecia que la nube de
puntos de células superficiales, escamas y células inter-
medias frente a la progesterona (<10 ng/ml) muestra una
tendencia lineal (recta) de regresién y curva ideal para
predecir la progesterona con base en el porcentaje celular.
A medida que aumenta la progesterona, aumenta el por-
centaje de células superficiales y disminuyen las escamas
y células intermedias. Aunque la nube de puntos detalla
la dispersién de los datos, hay cierta tendencia hacia el
aumento o disminucién del porcentaje de células.
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Figura 1. Curva de regresion de células superficiales sobre la
progesterona.
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Figura 2. Curva de regresion de células en escama sobre la
progesterona.
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Figura 3. Curva de regresion de células intermedias sobre Ia
progesterona.

El anilisis de correlacién entre los niveles de
progesterona (cuando presenta niveles séricos de <10
ng/ml) y las células superficiales arroja un coeficiente
de correlacién 0,1441, muy cercano a 0, lo que indica
que existe una relacién lineal débil entre ambas va-
riables. Lo mismo sucede con las células en escama
(0,1441) y el total de células superficiales (-0,1438),
indicando que al aumentar la progesterona aumentan
las células superficiales y en escama. Con las células
intermedias sucede lo mismo (0,0509), aunque se ob-
serva menor correlacion.

Grupo2.Nivelesde progesteronade 10-20 ng/ml
E163,16% de los sueros analizados estaban en el rango
de 10-20 ng/ml, con valores entre 10,15 y 14,15 ng/
ml; el 73,68% entre 10,15 y 16,15 ng/ml; y el 84,21%
entre 10,15 y 18,15 ng/ml.

En la tabla 3 se aprecia que el 89,47% de las ci-
tologias en perras con niveles séricos de progestero-
na entre 10 y 20 ng/ml presentaron un rango de 70 a
89,5% de células queratinizadas, y el 100% de estos
pacientes mostraron un rango entre 70 a 96% de cé-

lulas queratinizadas. Es decir, en el diestro tempra-
no las células superficiales estin ain elevadas. En la
tabla 4 se observa que el 84,21% de las citologias en
perras con niveles séricos de progesterona entre 10 y
20 ng/ml presentaron un rango entre 5,5y 31,5% de
células intermedias, y el 100% en un rango de hasta
38% de este tipo celular, lo que podria indicar que
el porcentaje de células intermedias se incrementa
cuando los niveles de progesterona se encuentran
en un rango entre 10 y 20 ng/ml durante el diestro
temprano.

Tabla 3. Distribuciones acumuladas de células queratinizadas en
pacientes con un rango de progesterona entre 10 y 20 ng/ml.

P Frecuencia Frecue'ncia Porcentaje
Clase Limites relativa 00
acumulada o, | acumulado%%
acumulada%
1 635 | 70,0 3 1579 1579
2 700 | 76,5 4 21,05 36,84
3 765 | 83,0 5 26,32 63,16
4 830 | 895 5 26,32 89,47
5 89,5 | 96,0 2 10,53 100,00

Tabla 4. Distribuciones acumuladas de células intermedias en
pacientes con un rango de progesterona entre 10 y 20 ng/ml.

. Frecuencia Frecuendia Porcentaje
Clase Limites relativa 00
acumulada acumulado%%
acumulada%
1 55 | 120 3 15,79 15,79
2 120 | 185 5 21,05 36,84
3 185 | 250 6 26,32 63,16
4 250 | 315 2 26,32 89,47
5 315 | 380 3 10,53 100,00
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Figura 4. Curva de regresion de células superficiales sobre la

progesterona.
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Figura 5. Curva de regresion de células en escama sobre la
progesterona.
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Figura 6. Curva de regresion de células intermedias sobre la
progesterona.

En las figuras 4, 5 y 6 podemos observar que
la nube de puntos de células superficiales, escamas y
células intermedias frente a la progesterona muestra
una tendencia lineal (recta) de regresién para predecir
la progesterona con base en el porcentaje celular. A
medida que aumenta la progesterona, empieza a bajar
el porcentaje de células superficiales, disminuyen las
escamas, y aumentan las células intermedias en la ci-
tologia vaginal exfoliativa; sin embargo, se observa que
los datos se encuentran muy dispersos sobre la linea
de regresion.

El andlisis de correlacion entre los niveles séricos
de progeseterona, cuando esta se encuentra en un ran-
go 10 a 20 ng/ml, y las células superficiales muestra un
coeficiente de correlacién de —0,0329, indicando que no
hay una correlacién lineal entre ambas variables. Con las
células en escama la correlacién es negativa moderada
de —0,3565, similar al total de células queratinizadas (-
0,2567); es decir, a medida que aumenta la progesterona
tienden a disminuir estas células. La correlacion con las

células intermedias es de 0,2403, es decir, positiva mo-
derada: tienden a aumentar las células intermedias.

Grupo 3. niveles de progesterona mayores de
20 ng/ml

No se analizé la distribucién de frecuencias para ni-
veles de progesterona >20 ng/ml dado el tamaiio de la
muestra obtenida.
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Figura 7. Curva de regresion de células superficiales sobre la
progesterona.
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Figura 8. Curva de regresion de células en escama sobre la
progesterona.
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Figura 9. Curva de regresion de células intermedias sobre la
progesterona.
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En las figuras 7, 8 y 9 se aprecia que la nube de
puntos de células superficiales, escamas y células inter-
medias frente a la progesterona muestra una tendencia
lineal (recta) de regresion y curva ideal para predecir la
progesterona con base al porcentaje celular. A medida
que aumenta la progesterona, disminuye drésticamen-
te el porcentaje de células superficiales, las escamas
permanecen en un bajo porcentaje y aumentan osten-
siblemente las células intermedias en la citologia vagi-
nal exfoliativa. Sin embargo, los datos se encuentran
muy dispersos sobre la linea de regresién.

El anilisis de correlacion entre los niveles séricos
de progeseterona (con rangos superiores a 20 ng/ml) y
las células superficiales arroja un coeficiente de corre-
lacién de —0,5711, indicando que hay una correlacién
moderada negativa, es decir, al aumentar los niveles de
progesterona las células superficiales disminuyen. Con
las células en escama no hay correlacién lineal. Con
el total de células queratinizadas la correlacién es de
—0,6213, es decir, cuando los niveles de progesterona
son mayores de 20 ng/ml estas células disminuyen.
La correlacién positiva con las células intermedias de
0,5605 indica que al aumentar la progesterona aumen-
tan también estas células.

Analisis conjunto
La recopilacién de los resultados anteriores se resume
en la tabla 5.

De acuerdo con los datos de la tabla 5, en niveles in-
feriores a 10 ng/ml de progesterona sérica, es decir, cuando
tiene lugar la ovulacién, el porcentaje de células superfi-
ciales es del 72 +/- 1,72%; el de células en escama: 13 +/-
3,12%; el total de células queratinizadas: 84 +/- 1,14%; el
porcentaje de células intermedias: 16 +/- 2,62%. En niveles
de 10 a 20 ng/ml de progesterona (diestro), los porcenta-
jes de células encontradas en la citologia vaginal exfoliativa
son: células superficiales: 68 +/- 2,08%; células en escama:
11 +/- 3,19%; total de células queratinizadas: 80 +/- 1,9%;
células intermedias: 21 +/- 3,63%. Finalmente, en niveles
superiores a 20 ng/ml de progesterona sérica, los porcenta-
jes de células encontradas en la citologia vaginal exfoliativa
son: células superficiales: 57 +/- 3,52%; células en escama:
10 +/-1,35%; total de células queratinizadas: 64 +/- 2,75%;
células intermedias: 35 +/- 3,31%.

El porcentaje de células superficiales en niveles
de progesterona inferiores a 10 ng/ml llega hasta 74%;
en niveles de 10 a 20 ng/ml alcanza 70% y en niveles
superiores a 20 ng/ml es s6lo del 61%. Es decir, a me-
dida que los niveles séricos de progesterona aumentan,
las células superficiales disminuyen.

Tabla 5. Porcentaje de células citologicas segun los niveles de progesterona

Estadisticos Progesterona — Células (%) Células intermedias
Superficiales Escamas Total

<10 ng/ml Nivel de confianza (95%) 0,05 0,05 0,05 50 0,05
Desviacion estandar 15 7,0 6,0 50 50
Promedio muestral 6,1 72,0 13,0 84,0 16,0
Intervalo de confianza 1,18 1,72 312 1,14 2,62
Promedio + inter.conf 73 74,0 16,0 85,0 19,0
Promedio - inter.conf 49 70,0 9,0 83,0 13,0
Nivel de confianza (95%) 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Desviacion estandar 33 9,0 50 9,0 8,0
Promedio muestral 14,0 6,08 11,0 80,0 21,08
Intervalo de confianza 1,75 2,08 3,19 1,90 3,63
Promedio + inter.conf 15,8 70,0 14,0 81,0 25,0
Promedio - inter.conf 123 66,0 8,0 78,0 17,0
Nivel de confianza (95%) 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Desviacion estandar 4,6 14,0 2,0 11,0 10,0
Promedio muestral 24,7 57,0 10,0 64,0 35,0
Intervalo de confianza 1,86 3,52 1,35 2,75 331
Promedio + inter.conf 26,6 61,0 11,0 67,0 38,0
Promedio - inter.conf 229 53,0 8,0 62,0 320
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En cuanto a las células en escama, se encontrd el
mismo patrén de tendencia, sélo que estas no alcanzan
niveles tan altos como las células superficiales, sélo llegan
hasta un 16% cuando la progesterona se encuentra cerca
de los 10 ng/ml. Finalmente, las células intermedias tie-
nen una tendencia de aumentar cuando lo hace también
la progesterona: iniciando en 19% cuando hay niveles in-
teriores 10 ng/ml de progesterona, hasta 38% cuando la
progesterona supera los 20 ng/ml. La tendencia del total
de células queratinizadas (85%) e intermedias frente al
aumento de la progesterona es inversamente proporcio-
nal, mientras aumenta la progesterona, las células superfi-
ciales halladas disminuyen y las células intermedias tien-
den al aumento. Este comportamiento estd determinado
por los niveles hormonales de estrégenos y progesterona,
es cuando transcurre la ovulacién y resulta de vital impor-
tancia el conocimiento de estos eventos para cualquier
diagnéstico reproductivo.

Discusion

Se determind el porcentaje del total de células superfi-
ciales en hembras caninas con niveles de progesterona
menor de 10 ng/ml, en el cual ocurre la ovulacién; de
esta manera se pudo establecer que cuando se encontra-
ba un 85% de células queratinizadas y células en escama
en la citologia vaginal, la ovulacién habia transcurrido.
Este porcentaje es similar al reportado en dos trabajos,
uno en México y otro en Guatemala; en el primero, se
determiné que la perra se encontraba en estro cuando
se observara al menos un 90% de células superficiales
y descamadas en la citologia vaginal exfoliativa (17).
En el segundo trabajo realizado en Guatemala (18) se
encontré que la ovulacién se manifestaba cuando en la
citologia vaginal exfoliativa se hallaron 83% de células
superficiales y en escama. Asi mismo, se pudo determi-
nar la presencia o no de algunas células caracteristicas
de ciertas etapas del ciclo; por ejemplo, el estro se da
cuanto el 85% de células se queratinizan con un fondo
limpio y libre de bacterias; en la mayoria de perras ocu-
1ri6 de tal forma, salvo algunas excepciones a la regla, se
presentaron cantidad de hematies, bacterias y neutréfi-
los en esta etapa del ciclo. Igualmente, las células espu-
mosas tipicas del metaestro s6lo se reportaron en pocas
perras, indicando que su presencia no es herramienta
diagnéstica para establecer esta etapa del ciclo.

Feldman (1) reporta que la citologia vaginal po-
dria servir como una valoracién primaria de los es-
trégenos; en una de las valoraciones citolégicas de
este trabajo, una hembra pastor aleman present6 un
celo prolongado de mds de 25 dias, se realizaron cito-
logias cada 48 horas y en ninguna de ellas se reporté
una queratinizacién completa (50 y 60% de querati-
nizacién); esto lleva a sospechar que el efecto incom-
pleto de los estrégenos en este animal no permitié la
queratinacién completa de sus células superficiales,
por lo tanto, a pesar de la monta realizada no hubo
prefiez. Igualmente, sucederia en un celo silencioso,
donde la concentracién plasmatica de estradiol no al-
canza los rangos mids altos para producir los eventos
claves del celo. Por esto, en estas perras no se presenta
(o es muy poca) hemorragia vaginal, edema vulvar y
atraccién de machos.

Es importante tener en cuenta que los autores
que reportan ovulacién con mds de 50% de células
superficiales no estin considerando la queratinizacién
completa de estas células, simplemente deducen que
al encontrar 50% o mds de células queratinizadas ya
hay estro, olvidando que el efecto completo de los es-
trégenos se refleja en el engrosamiento de la cubierta
vaginal, dando como resultado un mayor nimero de
células superficiales en la citologia exfoliativa vaginal..

Bonagura Kirt afirma que el primer dia del estro
se presenta con el 90% o mas de células epiteliales cor-
nificadas o superficiales; segiin este reporte, con este
porcentaje la ovulacién ya habia transcurrido uno o
dos dias atrds, perdiendo asi la fecha éptima para rea-
lizar las montas adecuadas (12).

A diferencia a lo que afirma P. Van Arrle en el
compedium de reproduccién animal, donde conside-
ra a la citologia vaginal sélo como una técnica retros-
pectiva, afirmando que al empezar el diestro, la perra
ya habia ovulado 6 dias atrds (16). Esta investigacién
puede asegurar que la citologia es una técnica prospec-
tiva que determina con exactitud cada una de las eta-
pas del ciclo en el momento que ocurre; por lo tanto,
los resultados de esta investigacién permiten ratificar
una herramienta diagnéstica que, sin duda, ha sido su-
butilizada por muchos profesionales dedicados a la cli-
nica de pequefios animales, y que representa un mejor
método al servicio de la sociedad en general.
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Anexo A.
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Anexo B. Citologia vaginal en proestro.

Hernéndez y Meza, 2003. Hematies (flecha roja), células intermedias (flecha recta), células superficiales (flecha curva), esca-
mas (punta de flecha). A y B = proestro temprano. C y D = proestro tardio.
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Anexo C. Citologia vaginal en estro.

.

Herndndez y Meza, 2003. Células superficiales (fecha curva), escamas (punta de flecha).
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