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Se discuten las aplicaciones clinicas cycle in the female dog. The clinical
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Introduccion

El estudio de la citologia vaginal es un método com-
plementario sencillo, poco costoso, no invasivo y que
puede ser de gran utilidad en la clinica reproductiva diaria.
El conocimiento de la estructura histologica de la pared
vaginal y de la fisiologia del ciclo estral canino nos permi-
tird realizar una adecuada interpretacion de los resultados
obtenidos y relacionarlos con los procesos fisiologicos y
patologicos del paciente

Descripcion histologica de la pared vaginal

La vagina es una estructura tubular que comunica el
utero con el vestibulo de la vulva. Las dimensiones en
la hembra canina son variables dependiendo de la talla
del animal (7). Su pared presenta cuatro capas que desde
adentro hacia fuera se denominan:

* Mucosa

+ Submucosa

* Muscular

- Adventicia

La mucosa vaginal esta recubierta por un epitelio es-
camoso estratificado, el cual varia su grosor en las distintas
fases del ciclo estral de la perra (18). Este epitelio esta sos-
tenido y nutrido por una lamina propia de tejido conectivo
(7). En el epitelio vaginal se describen tres zonas:

La zona profunda, corresponde a la capa basal,
que presenta células ctbicas de 15 a 20 pm de diametro,
con grandes ntcleos y citoplasma basofilo (células basa-
les). Estas células apoyan todas sobre la membrana basal
que las separa del tejido conectivo de la ldmina propia.
Por encima de estas, se encuentran las células parabasales
(generalmente 2 capas), que son similares aunque mas
cilindricas, midiendo aproximadamente 30 um (1, 6).

Lazona intermedia se compone de células poligo-
nales llamadas células intermedias, con nticleos redondos
y a menudo retraidos, de aspecto vesicular con cromatina
finamente granular. El citoplasma de estas células, que
suelen medir entre 35 y 40 a 60 um, muestra basofilia
moderada. A menudo se observan también células navi-
culares, que se consideran una variante de las anteriores,
de forma oval y con su citoplasma rico en inclusiones de
glucogeno (1, 6).

La zona externa, presenta varias capas de células
muy aplanadas (llegan a tener hasta 90 um de diametro),
de borde definidos, con pequefios nucleos picnoticos y
citoplasma eosinoéfilo. Son las células descamativas (1,
6).

La submucosa es una capa de espesor variable,
también de tejido conectivo, en donde se localizan abun-
dantes arteriolas y senos venosos (1, 6).

La tanica muscular (musculo liso) presenta

tres capas, de acuerdo a su distribucion y la direccion de
las fibras, separadas entre si por delgadas hojas de tejido
conectivo. La mas interna de las capas es muy delgada
(3 a 4 fibras de grosor) y se dispone longitudinalmente
respecto al eje mayor de la vagina. La capa media es de
disposicion circular y es mucho mas gruesa, mientras que
la mas externa presenta una disposicion plexiforme y es
nuevamente fina (1, 6).

La adventicia esta formada por tejido conjuntivo
y es rica en nervios y ganglios nerviosos (1, 6).

Relacion de la citologia vaginal con los cam-
bios endocrinologicos

Los cambios que ocurren en la mucosa vaginal y su epi-
telio, a través del ciclo estral, son el resultado del aumento
de las concentraciones séricas de estrogenos producto de
la actividad ovarica durante el proestro (8). Estos cambios
celulares pueden observarse en las células vaginales exfo-
liadas. Los estrogenos causan el engrosamiento del epitelio
vaginal a través del aumento de las capas celulares del
mismo. Las células epiteliales en este proceso se alejan de
la membrana basal hacia el lumen vaginal, distanciandose
del soporte vascular nutricio y progresando hacia la muerte
celular. De esta manera los cambios citologicos vaginales
son reflejo de las variaciones de las concentraciones séri-
cas de estrogeno. Es asi que los diferentes tipos celulares
representan distintos estadios de muerte celular. Tan pronto
como las células vaginales esféricas mueren comienzan a
agrandarse y su forma se vuelve mas irregular. Los nucleos
celulares también sufren cambios que reflejan el proceso
de muerte, estos comienzan a disminuir su tamafio, se
vuelven picnoéticos para luego desintegrarse dando como
resultado una célula enucleada (2).

Fisiologia del ciclo estral canino

La hembra canina cicla durante todo el afio. El ciclo
estral canino presenta cuatro fases: proestro, estro, diestro
y anestro (21).

Proestro: en este periodo existe actividad folicular, su
comienzo se caracteriza por sangrado vaginal, agranda-
miento vulvar y atraccion de los machos. Su duracion es
variable, oscila desde 24 h hasta 25 dias con un promedio
de 9 dias. Usualmente la hembra rechaza los intentos de
copula del macho con gruiiidos, alejamiento o mordiscos.
A medida que transcurre este periodo la hembra se vuelve
menos agresiva. Esta fase generalmente se asocia, pero no
siempre, con cantidades variables de secrecion vaginal
sanguinolenta, producto de la diapédesis de globulos rojos
y ruptura capilar subepitelial en el endometrio (10).

Los foliculos comienzan a crecer en el anestro, pero
solo bajo la influencia hormonal pituitaria logran madurar
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y obtener la capacidad de sintetizar y secretar estrogenos,
responsables de los eventos ocurridos en el proestro (4).

En respuesta a la produccion estrogénica folicular
proliferan las capas celulares del epitelio vaginal y el en-
dometrio aumenta su espesor preparandose para el coito
y la gestacion.

Las capas del epitelio vaginal aumentan rapidamente
alejandose del soporte vascular lo que resulta en la muerte
celular y es facilmente reconocido en la citologia vaginal.
Estos cambios disminuyen la probabilidad de lesiones
vaginales durante el servicio (5).

El endometrio se prepara para la implantacion median-
te el aumento de su espesor y de su actividad glandular
(10).

Estro: en esta fase la hembra permite ser montada vol-
viendo a rechazar al macho cuando finaliza este periodo.

Uno o dos dias antes del comienzo del estro, la es-
trogenemia alcanza su nivel maximo para comenzar a
declinar cuando empieza el estro. Conjuntamente las
c¢lulas foliculares ovaricas comienzan a luteinizarse y a
secretar progesterona. El descenso de la estrogenemia y el
ascenso de la progesteronemia coinciden con el comienzo
de la aceptacion y la posibilidad de copula (24). Simul-
taneamente ocurre una retroalimentacion positiva hacia
el hipotalamo e hipofisis que origina una onda secretoria
de hormona foliculoestimulante (FSH) y hormona lutei-
nizante (LH) que coincide con el inicio de la aceptacion.
La progesterona alcanza niveles superiores al basal antes
de que ocurra la onda de LH (3, 4).

Es asi que durante el estro ocurre un descenso progre-
sivo del estradiol, un aumento paulatino de la progesterona
y una onda breve de liberacion de LH (12-24 h). Aproxi-
madamente dos dias después de la onda de LH ocurrira
la ovulacion de ovocitos primarios que estaran maduros
y capaces de ser fecundados unos dos dias luego de la
ovulacion (3, 11).

El atero continuia su preparacion para la implantacion,
la vulva se vuelve blanda y flacida para permitir la pene-
tracion. La citologia vaginal refleja la hiperestrogenemia
previa y no hay modificaciones que indiquen el dia del
pico de LH (5).

Diestro: comienza aproximadamente ocho dias des-
pués de ocurrido el pico de LH. En éste periodo el cuerpo
lateo secreta progesterona, la cual continua por encima de
los niveles basales, alcanzando niveles maximos 20 -30
dias post ovulacion. La concentracion de progesterona
sérica mantiene estos valores elevados una a dos semanas
para luego declinar lentamente durante un lapso de 10-20
dias (10).

El utero mantiene la hipertrofia de su estructura glan-
dular y la hipervascularizacion en respuesta de la progeste-
ronemia elevada alcanzando su mayor tamafio, en la perra

vacia, el dia 20 0 30 del diestro (momento de concentracién
mas alta de progesterona en sangre) (4).
La vulva retorna al tamafio normal y pierde la flacidez

).

Anestro. es el periodo en que ocurre la involucion
uterina. Posee una duracion variable con un promedio de
4,5 meses (5).

Obtencion, acondicionamiento, procesado de
las muestras e identificacion de los diferentes
tipos celulares

Obtencion y acondicionamiento de las muestras

La obtencion de muestras de extendidos vaginales pue-
de realizarse por diversos métodos. Las técnicas utilizadas
para la toma de muestra deben ser sencillas, aplicables al
paciente independientemente de su tamafio, causar mini-
mas molestias al animal y ser de bajo costo.

El método del hisopado reune todos los requisitos
mencionados por lo tanto puede considerarse como método
de eleccion.

Para realizar la técnica mencionada se utiliza un hisopo
de algodon estéril con un palillo de 12 a 17 cm de largo, el
cual es ligeramente humedecido con solucion fisiologica
estéril. Seguidamente se separan los labios vulvares con
suavidad y se introduce el hisopo por la comisura dorsal de
la vulva hacia dorso- craneal evitando la fosa del clitoris. El
hisopo se introduce la distancia necesaria para alcanzar el
canal pélvico, luego es rotado sobre las paredes vaginales.
Todo el procedimiento se realiza en pocos segundos y no
causa molestias al animal (8, 23).

La fosa del clitoris debe ser evitada para que el exten-
dido sea representativo de la mucosa vaginal y no de las
células de la fosa del clitoris que no se modifican durante
el ciclo estral y pueden confundirse con las células su-
perficiales (12).

Una vez realizada la toma de muestra, el hisopo es
retirado y el mismo se hace rodar suavemente (para no
distorsionar la imagen celular) sobre un portaobjetos seco,
desengrasado y rotulado (se colocara fecha y nimero de
muestra). Deben realizarse dos o tres extendidos para
asegurar material suficiente para una buena observacion.
Los extendidos vaginales deben secarse al aire y fijarse en
alcohol metilico 95-100 % para su conservacion (20).

Luego se procedera a la tincion inmediata o se realizara
la misma en los dias subsiguientes.

Tinciones utilizadas. Desarrollo y metodologia de los
procesos tintoriales

Existen diferentes tinciones que pueden ser utilizadas
para colorear los extendidos vaginales. Las técnicas mas
sencillas y rapidas seran las elegidas para realizar en el
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consultorio mientras que las técnicas mas complejas se
reservaran para su uso en el laboratorio. Cualquier tincion
utilizada debe al menos permitir reconocer las diferencias
morfologicas de cada tipo celular.

Nuevo Azul de Metileno:

Preparacion del colorante: Es un colorante de facil
utilizacion, de moderado costo y facil conservacion. La
solucion de nuevo azul de metileno se prepara al 5 % en
una solucion formolada al 1 % (16).

Azul de Metileno:

Preparacion del colorante: La solucion de azul de
metileno se prepara al 1 % en agua destilada formolada
al 1 %. (16).

Técnica: La metodologia utilizada es la misma que la
empleada con el Nuevo Azul de metileno (16)

Giemsa:
Observaciones: Esta tincion si bien es de moderada
complejidad puede utilizarse en el consultorio (9).

May -Grunwald-Giemsa:

Observaciones: Al utilizar esta coloracion los nuicleos
celulares se observan violeta- rojizo y el citoplasma rosa-
violaceo .Se recomienda utilizar esta coloraciéon en el
laboratorio (9).

Particularidades morfolégicas y tintoriales de cada
tipo celular

Células basales:

Estas células dan origen a todos los tipos celulares
epiteliales observables en los extendidos vaginales. Son
pequeas, poseen poco citoplasma y raramente son vistas
en los extendidos (10, 12).

Células parabasales:

Estas son las células vaginales mas pequefias observa-
das en el extendido vaginal. Son redondas o ligeramente
ovaladas, poseen nucleo grande y escasa cantidad de
citoplasma en relacion al tamafio nuclear. Se tifien bien
con cualquiera de las tinciones utilizadas de rutina. Estas
células se exfolian de la capa contigua a la capa de células
germinales (basales) y se encuentran cerca del los vasos
(10, 12).

Células intermedias:

Su tamafio oscila desde ligeramente mas grande que
las parabasales hasta dos veces su tamafio. Son ovales o
redondas, su nucleo es generalmente mas pequefio que
el de las células parabasales y poseen mayor cantidad de
citoplasma. Estos cambios morfologicos representan el
primer paso en la muerte celular. Se las clasifica en célu-
las intermedias pequefias y células intermedias grandes
(10, 12).

Células superficiales:

Reflejan los cambios caracteristicos de muerte celular
y estan situadas en la capa celular adyacente al lumen
vaginal. Son las células mas grandes observadas en la ci-
tologia vaginal, poseen bordes angulares, nicleo pequeiio
y picnético, o carecen de €l (10, 12).

Células metaestrales:

Son células grandes y poseen uno o mas neutréfilos
dentro de su citoplasma, pueden ser vistas en el diestro
temprano (10, 12).

Células de la fosa del clitoris:

Son células fusiformes y carecen de nucleo (10, 12).

Evaluacion e interpretacion de los resulta-
dos obtenidos en el estudio de la citologia
vaginal

Variaciones de la citologia vaginal durante el ciclo
estral

Proestro: 1la imagen citologica del proestro refleja la
presencia de foliculos funcionales y en maduracion con
activa produccion estrogénica, lo cual determina un incre-
mento de estrogenos circulantes (8, 10, 12).

Proestro temprano: los extendidos vaginales de una
perra en proestro temprano, presentan variable cantidad
de globulos rojos (provenientes del rapido desarrollo en-
dometrial), numerosas células parabasales e intermedias
pequenas y grandes. Frecuentemente se observan neutrofi-
los y bacterias en numero variable. El fondo del extendido
aparece sucio debido a la presencia de secreciones vagina-
les viscosas que se tifien ligeramente (8, 10, 12).

Proestro medio: las células intermedias grandes y
superficiales proliferan y reemplazan a las células para-
basales e intermedias pequefias. Los eritrocitos pueden o
no estar presentes (provenientes del itero), los neutréfilos
desaparecen (por incapacidad de atravesar las numerosas
capas epiteliales vaginales inducidas por los estrogenos)
y el fondo del extendido puede ser sucio o claro (8, 10,
12).

Proestro tardio: 1laimagen citologica esta representada
por un predominio de células superficiales (> 80 %), con
nucleo picnotico o si nucleo. No se observan neutréfilos
y aparecen eritrocitos en nimero variable, siendo el fondo
del extendido claro (8, 10, 12).

Estro: la imagen citoldgica esta representada por
células superficiales nucleadas y anucleadas las cuales
alcanzan mas del 80% y en algunos casos llegan el 100%.
No se observan neutrofilos y los eritrocitos pueden estar o
no presentes. El fondo permanece claro, por ausencia del
material granuloso observado en el proestro (8, 10, 12).

Diestro: el porcentaje de células superficiales dismi-
nuye abruptamente hasta aproximadamente el 20 %. La
mayor parte de las células estd representada por células
intermedias y parabasales. Los neutrofilos pueden en-
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contrarse en escasa o moderada cantidad, o pueden estar
ausentes. Ocasionalmente se observan células metaestra-
les. El fondo se observa sucio con grandes cantidades de
detritus (8, 10, 12).

Anestro: en el extendido vaginal se observan células
parabasales e intermedias pequefias. Los neutréfilos pue-
den o no estar presentes, y los eritrocitos suelen faltar. Si
se observan bacterias generalmente son parte de la flora
normal. El fondo aparece claro o granular (8, 10, 12).

Relacion de los resultados obtenidos con dife-
rentes procesos fisiologicos y patologicos

El estudio de la citologia vaginal brinda informacion
de gran utilidad en la clinica reproductiva diaria. Puede
ser utilizada tanto para el control de procesos fisiologicos
(aproximacion del momento adecuado para realizar el
servicio, estimacion del momento del ciclo estral canino,
estimacion de la fecha probable de parto, etc) asi como
para la aproximacion diagnostica y seguimiento de pro-
cesos patologicos (vaginitis, quistes foliculares ovaricos,
endometritis, etc).

Si bien este método es sumamente util, sencillo y poco
costoso no deben olvidarse las limitaciones del mismo para
evitar incurrir en errores. Este principio debe respetarse
para cualquier método complementario.

Estimacion del momento del ciclo estral ca-
nino

Como se menciono en «variaciones de la citologia
vaginal durante el ciclo estral» la citologia vaginal permite
estimar el momento del ciclo estral en que se encuentra
la hembra.

Aproximacion del momento de servicio

La observacion de la conducta de la hembra, muchas
veces, permite determinar el momento en que la misma en-
tra en celo y cuando esta lista para el servicio. Sin embargo
en muchas ocasiones esto no es asi e identificar el inicio del
celo como la eleccion del momento de servicio basandose
en los signos externos de celo y en la receptividad de la
hembra solo llevan a grandes frustraciones (8, 10).

Si analizamos lo comentado anteriormente, podremos
observar que la citologia vaginal es de gran ayuda en la
estimacion del proestro, estro, diestro y anestro.

De esta manera en relacion a la accion estrogénica so-
bre el epitelio vaginal, podremos estimar el comienzo del
proestro y el inicio del estro aproximando asi el momento
del servicio y considerando que la hembra debe unirse
el macho cuando el porcentaje de células superficiales
alcance o supere el 80%. Si la hembra no acepta al macho
deberan realizarse nuevos intentos en los dias sucesivos.
Sin embargo debemos conocer que este método no permite

determinar en forma exacta el momento en que los évulos
estan maduros y capaces de ser fecundables. Por lo tanto
si estamos trabajando con una hembra que no acepta la
copula, si solo contamos con un servicio por parte del
macho o si trabajamos con inseminacion artificial debe-
mos utilizar ademas de la citologia vaginal otros métodos
complementarios como vaginoscopia y determinaciones
hormonales (Progesterona y LH) (13, 14).

Estimacion de la fecha probable de parto

Diversos investigadores han comprobado que el par-
to, en la perra, ocurrira 56 a 58 dias luego del primer dia
del diestro identificado por citologia vaginal. Es asi que
la realizacion y observacion de una serie de extendidos
vaginales a partir de la deteccion del celo permitira reco-
nocer el primer dia del diestro y estimar la fecha probable
de parto. Esto posibilita un manejo racional del mismo
y mayor probabilidad de sobrevida materna y neonatal
(10, 12, 15).

Estimacion de la edad gestacional, controles gesta-
cionales y eleccion del momento para una cesiarea
programada

Si reconocemos el primer dia del diestro por citologia
vaginal podremos estimar la edad gestacional para se-
leccionar adecuadamente los estudios complementarios
indicados en cada etapa de la gestacion a fin de controlar la
salud materna, viabilidad fetal y nimero de fetos gestados.
Esto aumenta las posibilidades de llevar a cabo una gesta-
cion sin problemas o detectar los mismos precozmente.

Por otro lado en diversas situaciones (suplementacion
gestacional con progesterona por hipoluteidismo, alta
probabilidad de distocia, etc) nos permite realizar una
cesarea programada en el momento preciso, evitando el
nacimiento de cachorros prematuros que tendran menor
viabilidad neonatal o la muerte de los mismos dentro del
utero, por no ocurrir ¢l nacimiento en el momento ade-
cuado (10, 12, 15).

Reconocimiento de la accion estrégenica
Administracion de estrogenos

La administracion de estrogenos exogenos es utilizada
ocasionalmente con el fin de inhibir la implantacion em-
brionaria. Esto puede causar alteraciones funcionales que
ponen en riesgo la vida del animal.

Mediante el estudio citologico vaginal puede arribarse
al diagnostico presuntivo de administracion exogena de
estrogenos ya que la mucosa vaginal sufre los mismos cam-
bios que por la accion estrogénica enddgena (17, 18).

Reconocimiento de estro fragmentado

Las hembras jovenes pueden presentar ciclos monofa-
sicos, que se repiten cada 3 a 6 semanas, en los cuales
ocurre solo la fase folicular (estro fragmentado). Esto
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puede confundirse con intervalos interestrales acortados.
Un seguimiento mediante citologia vaginal permite aproxi-
mar el diagnostico, arribandose al diagnostico definitivo
mediante la aplicacion de otros métodos complementarios
(determinacion de la progesteronemia) (17, 25).

Identificacion de accion estrogénica persistente

Los quistes foliculares ovaricos son una de las causas
de estro persistente. La citologia vaginal permitira iden-
tificar la accidn estrogénica persistente, y sera el primer
paso en su aproximacion diagnoéstica. Otros métodos com-
plementarios permitiran arribar al diagnostico presuntivo.
En el caso de quistes foliculares ovaricos una ecografia
sera de gran ayuda. (18)

Deteccion de celos silentes

Laimagen citologica vaginal caracteristica de la accion
estrogénica permite identificar la ocurrencia de celos con
escasas manifestaciones externas permitiendo evidenciar
la ausencia de anestro (17).

Aproximacion diagnostica en el sindrome de ovario re-
manente

En perras ovariectomizadas la aparicion ciclica de
descarga vulvar sanguinolenta, atraccion de machos, con
citologia vaginal representativa de proestro es un indicador
de presencia de tejido ovarico (17).

Aproximacion diagnostica del edema vaginal del proestro
(Hiperplasia vaginal)

La hiperplasia vaginal es una consecuencia del agran-
damiento edematoso de la pared de esta y es causa pro-
blemas en el servicio natural. Esta entidad se manifiesta
frecuentemente en perras jovenes, debido a una respuesta
exagerada a la secrecion de estrogenos. Se puede arribar a
un diagnoéstico por medio de la citologia vaginal, en la cual
se observara una imagen de proestro o estro (12).

Aproximacion diagnostica de vaginitis y endometritis
infecciosa

Si bien mediante la utilizacion de la citologia vaginal
se puede identificar la presencia de un proceso inflamatorio
en vagina o ttero no es posible conocer la localizacion del
mismo. En los extendidos se observara la presencia de un
gran numero de células inflamatorias con predominio de
neutrofilos muchos de los cuales se encontraran en vias
de degeneracion y poseeran bacterias en su citoplasma.
Si estas observaciones persisten en el tiempo el cuadro es
compatible con un proceso infeccioso (12, 19, 22).

Es importante recordar que en el diestro temprano
pueden observarse neutréfilos y bacterias pero en numero
menor y la imagen citoldgica no persiste en el tiempo

(12).

Aproximacion diagnostica de tumores

Mediante la utilizacion de la citologia vaginal se puede
arribar al diagndstico de tumores con asiento en la cavi-
dad vaginal o uterina de origen genital o producto de la
invasion de neoplasias del aparato urinario, que exfolien
células observables en los extendidos.

Los tumores que mas frecuentemente son diagnostica-
dos por citologia vaginal son: tumor venéreo transmisible,
carcinoma de células escamosas, carcinoma de células
transicionales que invaden la vagina (10, 12, 17)

Aproximacion diagnostica de sub-involucion de sitios
placentarios

La observacion de células trofoblasticas permite arribar
a diagndstico de esta entidad (8).

Conclusiones

Finalmente es preciso remarcar que si bien la cito-
logia vaginal es un método complementario sencillo,
poco costoso y muy util en la aproximacion diagnostica
de variados procesos de enfermedad y en el seguimiento
de diferentes procesos fisiologicos, deben recordarse sus
limitaciones como método complementario. Esto evitara
incurrir en errores al sobre dimensionar su valor como
método complementario de diagnostico.

Por otra parte debe recordarse que la observacion
aislada de una sola muestra puede llevar a errores, ya que
diferentes situaciones pueden compartir la misma imagen
citologica. Es asi que se hace imprescindible el estudio
seriado de varias muestras a lo largo de un periodo de
tiempo y la utilizacion de otros métodos complementarios
de diagnostico a fin de arribar a resultados representativos
del estado fisioldgico o patologico del paciente.
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