Universidad Nacional Auténoma de México

Facultad de Estudios Supecriores Cuautitlan

Estudios Morfolagicos del Ovario y lo Vagina Durante
el Cido Estral y lo Gestacion en Ovejos y Cabras

T E S I S

Que para obtener el titulo de:

Médico Veterinario Zootecnista
P r e s e n t a n

FERNANDA TORRES GARCIA
MARIA DEL CARMEN SANABRIA CABRERA

Director de Tesis: MVZ Jorge Tortora Pérez
Asesor de Tesiss MVZ Arturo A, Trejo Gonzélez

Cuautitldn Izcalli, Edo. de Méx. 1985



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



INDICE

I.
II.
I11.
Iv.

VI.
VII.
VIII.

RESUMEN
INTRODUCCION
OBJETIVOS

MATERTAL Y METODOS
RESULTADOS
DISCUSION
BIBLIOGRAFIA
ANEXOS

21
22

%
33
36
39



RESUMEN

El presente estudio se realiz6 en el Rastro Municipal de Tlalnepan--
tla, Estado de México y en la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlén
de 1la Universidad Nacional Aut6noma de México con la finalidad de evaluar
la confiabilidad de las técnicas de frotis vaginal y biopsia vaginal en -
el diagnéstico de las diferentes etapas del ciclo estral y la gestacién -
en ovejas y cabras, para 1o cual se examinaron 100 muestras de cada espe-
cie (ovarios, vagina y frotis vaginal),

Animales Gestantes:

En los resultados obtenidos para ovejas se observé un marcado predo-
minio (79.4%) del frotis tipo 1 (células multiformes con nlcleo mediano o
picn6tico) sobre los tipos 3 (predominancia de actmulos de células peque-
fias con nticleo grande en relaci6n al citoplasma) y 2 (células redondeadas
con nfcleo mediano en mayor cantidad y pocas con niicleo picn6tico) siendo
sus'porcentajes 12,8% y 7.6% respectivamente, La biopsia vaginal mostré
lo siguiente: el 92,0% de las muestras tuvieron de 4 a 6 capas y el 7.8%
restante 3,7 y 8 capas.

En cuanto a las cabras tuvimos que el tipo de frotis 3 tuvo el 43,3%,
el tipo 2 el 39.1% y el tipo 1 el 17,3}, En la biopsia vaginal se vif el
72,2% para 4 capas vaginales, el 13,6% 5 capas vaginales y el 9.2% restan
te 3 capas,

Animales no Gestantes con CL de Ciclo:

Ovejas: 40,7% para el frotis tipo 1, 37.0% para el frotis 4 (cé&lulas
polihédricas grandes con ndcleo mediano) y 22.0% para el tipo de frotis 2.
Para la biopsia vaginal se tuvo 63.0% de 4 a 6 capas vaginales y el 37.0%
restante de 7 a 10 capas. )

Cabras: 60.0% para el tipo de frotis 2, 35.0% para el frotis 1 y 5.0%
para el tipo 4. En la biopsia vaginal se detectf 55,0% para animales con
4 a 6 capas vaginales y 44,5% con 7 a 12 caps vaginales.

Animales No Gestantes sin CL:

Ovejas: 50.0% para el tipo de frotis 1, 29,4% para el frotis 2 y 20.6%
para el tipo 4 y para las biopsias 90.0% entre 5 y 8 capas vaginales, 3,0%
4 capas y 6,4% 9 capas,

Cabras: 52.1% para el tipo de frotis 2, 32.6% para el frotis 1, 10,8%,
para el tipo 3 y 4.3% para el frotis 4, En la biopsia 86.0% de 4 a 8 capas
2,2% de 2 caps, 6.8% 3 capas, 2.2% 10 capas y 2.2% 12 capas vaginales,



INTRODUCCTON

A nivel mundial se ha observado que 1la produccifn ovina y caprina no
han tenido el mismo desarrollo que el resto de las especies domésticas,

El ganado ovino ha sido en México una de las especies mis descuida--
das, debido a razones politicas y sociales. Ahora, la produccibén de es--
tas esyecies se presenta como una alternativa para aumentar la disponibi-
lidad de poteina de origen animal para la poblacidn de las clases socia-
les de ingresos reducidos, (2,26)

En la &poca actual, caracterizada por el aumento constante de jobla
ci6n humana, el consumo de jroteina de origen animal es una necesidad --
que ha auedado sin satisfacer debido a que la poblacifn animal no ha cre
cido conjuntamente con la humana, no hay la menor duda de que el ganado
ovino y caprino, como transformadores de las materias vegetales en pro--
teinas animales, carne y leche, deberfan ser uno de los principales pila
res de la produccién pecuaria y fuente fundamental de alimentos proteini
cos para el consumo humano. La fertilidad éptima, es decir, el miximo -
aprovechamiento del potencial reproductivo de cada individuo y de cada -
rebafio, tanto lechero como de carne, es un precedente indispensable en -
la produccidn, teniendo en cuenta que la reproduccitn es la base de la -
produccidn y de la economia pecuaria. (1,15)

Por todo lo anterior, se hace necesario estudiar los distintos méto
dos utilizados en el diagnGstico de las diferentes etapas del ciclo re--
rroductive, ya que se ha observado que 1la apariencia de los genitales ex
ternos de estas especies no parece ser una buena gufa para la determina-
cion del estro y la gestaci6n como en otras. (23,20,27)

ANATOMIA, HISTOLOGIA Y FISIOLOGIA DEL APARATO REPRODUCTOR DE
LA HEMBRA

A continuacién se describird la anatomfa, histologia y fisiolqgia -
del ararato reproductor conforme al siguiente orden:

a) Ovarios.~ (G6nadas)

b) Utero.

c) Vagina,
a) Las gbnadas femeninas producen hormonas sexuales (estrfgenos y proges

terona) ademis de producir las células germinales femeninas y otra --

hormona 1lamada relaxina, cque _gparece a finales de la gestacién., Gene--



-2 -

ralmente estdn situados detrds de los rifiones, sublumbarmente, suspendi--

das en la pared abdominal por un ligamento, el mesovario, y mantenidas en

su lugar por la presién de los tejidos adyacentes. Miden aproximadamente

1.25 por 2.5 cm y tienen un peso de 3 a 4 g (forma de almendra), con 2 ca

ras {medial y lateral), 2 bordes (de insercién o mesovirico y libre) y 2

extremos (anterior y posterior o uterino). Estin irrigados por la arte--

ria utero-ovdrica que proviene de la aorta abdominal e inervados por el
plexo ovdrico que viene del ganglio mesentérico posterior y los nervios -
lumbares. (8,11,15,19,20,27,30,31)

Histoldgicamente se le distinguen dos porciones:

Corteza.- Encargada de las funciones endécrinas (produccidn de hormonas),
y ex6crinas (produccién de gametos femeninos). Aqui predominan los fo
1iculos ovdricos, el estroma de €sta zona est& constituido por células
fusiformes de naturaleza conjuntiva. Es la regién donde se 1lleva a ca
bo 1a ovogénesis. Conforme cada 6vulo se desarrolla, se va llenando -
de un saco 1leno de fluido que se agranda gradualmente,‘el foliculo -
de Graaf (5 a 10 mm) una vez maduro se rompe durante el estro, expul--
sando un 6vulo maduro hacia adentro de la porcién terminal dilatada --
del oviducto. E1 folfculo roto pasa luego por tres estadios: el cor-
pus hemorragicum, el corpus luteum (ya sea de estro o de gestacidn) y
finalmente el corpus albicans, que es una cicatriz de tejido no funcio
nal. ' '

Médula, - Estd formada por tejido conjuntivo laxo y tejido conjuntivo fi--
bro-eldstico y gran cantidad de vasos sangufneos y nervios, los cuales
llegan por la uni6n del ovario y el mesovario (hilio). (8,15,17,19,20,
30,31)

La superficie del ovario estd revestida por la serpsa, debajo de Es-
ta, el estroma forma una capa mal delimitada de tejido conjuntivo denso -
que constituye la albugfnea del ovario, responsable del color del 6rgano.
(17,19) ‘

Cuerpo lfiteo,-~ Después de la ovulacién las células foliculares y de la te

ca interna que permanecen en el ovario dan origen a una glédndula end6cri-

na transitoria denominada Cuerpo ldteo (CL); €ste secreta progesterona --
que act@ia sobre la mcosa uterina estimulando la secresién de las gléndu-
las endometriales, ademds esta hormona impide el desarrollo de foliculos
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oviricos y su ovulacién, cuando esta llega a ocurrir un poco de sangre se
extravasa a la cavidad folicular, donde coagula y es invadida por tej ido -
conjuntivo proveniente del estroma ovdrico, Las c6lulas foliculares no se
dividen después de la ovulaciSn, pero aumentan considerablemente de volu--
men y asumen las caracteristicas de células secretoras de hormonas esteroi
des, transformandose en las c€lulas granulosolutefnicas, Las células de -
la teca interna también contribuyen a la formaci6n del CL, dando origen a
las células tecoluteinicas o paraluteinicas. Los capilares sanguineos de
la teca interna crecen hacia el interior del CL y originan una rica red --
vascular. Cuando no ocurre la nidacién, el CL tienc una existencia de 12
a 14 dias, despubs degenera y desaparece debido a la falta de hormona lu--
teotrdpica. Cuando la nidacién ocurre, cl CL es mayor y su didmetro alcan
za 9 mm, manteniendo esta dimensi6n hasta el fin de la gestaci6n. Las cé-
lulas del CL gravidico experimentan degeneracién y desaparecen por autoli-
sis, el lugar es ocupado por una cicatriz de tejido conjuntivo una vez que
cesa su funci6bn. (8,16,19,20,33)

b) Utero.- La porcién tubular del aparato reproductor femenino estd cons-
tituida por los oviductos, fitero (cuernos, cuerpo y cervix), vagina, --
vestibulo y genitales externos (vulva).(17,27)

Estas dos especies poseen un ftero bifurcado (bicornado). Es un érga
no hueco muscular que comunica oviductos con vagina (aunque en ovejas -
no hay separaci6n del ttero, pues la unién se hace insensiblemente. (17,
32). Histol6gicamente estd constituido por tres tfnicas:

Serosa o adventicia.- Consta de tejido conjuntivo y mesotelio.

Miometrio o muscular.- Es la capa mis gruesa formada por haces de fibras -

" musculares 1isas separadas por tejido conjuntivo que forma tres capas de
1fmites imprecisos (stratum submucosum, stratum vasculare.y stratum sub-
serosum), E1 primerc y el Gltimo estdn paralelos al eje longitudinal --
del organo; el stratum vascularé es el mis grueso y sus haces estédn per-
pendiculares entre si. ‘ ,

Endometrio o mucosa.- Est4 formado por epitelio de células cilindricas, se
creta glucoproteinas (moco) y algunas presentan cilios. Su 14mina propia
tiene gldndulas tubulosas simples que a vece$ llegan cerca del miometrio;
presenta asbundante material amorfo. Este tejido bajo acci6n de hormonas
oviricas experimenta modificaciones estructurales ciclicas. En general
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el Gtero estd inervado por el plexo pelviano proveniente del ganglio me
sent€rico posterior. (17,19,32)
El fitero consta de tres porciones:

Cuernos. - Miden de 10 a 12,5 cm de longitud y tienen forma de espiral, es
tdn irrigados por la arteria uterina anterior, rama de la aorta abdomi
nal. In runiantes es aqui donde se lleva a cabo la gestacién,

Cuerp.- Tiene una longitud de 2.5 am. Su irrigaci6n proviene de la arte
ria uterina media, rama de la iliaca externa.

Cuello. - Su longitud va desde 1.25 a 2.5 cm aunque se ha reportado hasta
de 4 cm; es de consistencia dura, la forma de su luz es curva (espiral),
estd mijy cerrado y es muy diffcil de dilatar. Lo irriga la arteria u-
terina posterior, rama de la hemorroidal media genital que a Su vez es
rama de la pudenda interna que sale de la iliaca externa, Histol6gica
mente presenta pocas fibras musculares lisas y gran cantidad de tejido
conjuntivo, el endocervix estd revestido por células cilindricas muco-
sas y su 1ldmina pro;':ia contiene gldndulas cervicales mucosas (durante
la gravidez proliferan y secretan moco mis viscoso y abundante), el --
exocervix, que hace prominencia en la vagina -estd revestido por epite-
lio estratificado plano. (8,11,12,15,17,19,20,27,30,32)

c) Vagina.- Es un tubo muscular dilatable, largo y espaciosp de paredes -
un poco gruesas que forma un canal para el nacimiento del feto y para
1a entrada del pene masculino, tiene una longitud de 7,5 a 10 cm. Esti
irrigada por 1la arteria genital que proviene de la pudenda interna, ra
ma de la iliaca extenia., Su inervacién ]')roviene del plexo pelviano. En
la f)ared ventral de la vagina se encuentran los conductos de Gartner,
HistolGgicamente estd formado bor tres ca_f)as: '

Mucpsa,- Su ej:itelio es estratificado plano (escamoso) con cierta canti-r
dad de queratina., Sus células sintetizan gluctgeno en j)xesencia dees
trégenos. La l4mina propia esti formada por tejido conjuntive laxo ri
co en fibras eldsticas; entre las cé&lulas se encuentran linfocitos y -
neutr6filos. '

Muscular.- Constitufida per haces iongitudina,les de fibras muscylares 1i--
sas y en la parte mas. intexna (proxima a la mueosa) existen haces cire
culares.

Adventicta,- Es una tGnica de tejido conjuntivo denso rico en fibras elés
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ticas gruesas que unen a la vagina con Organos adyacentes.

A la porcidn terminal de la vagina se le conoce como vestibulo; en -
su pared ventral se encuentra una masa pequefia de tejido eréctil 1lamado
clitoris. La vulva o labios de la vagina estin divididos endeSfporgio--
nes: labios internos o labia minora, y labios externos o labia‘majora.vLa'
vulva tiene una longitud de 2.5 a 3 cm, (8,11,12,15,17,19,20,27,30,32)

RELACIONES HORMONALES DE LA HIPOFISIS CON LOS ORGANOS REPRO- -
DUCTORES FEMENINOS Y SU RELACION CON EL CICLO ESTRAL Y LA GES
TACION | |

El ciclo estral es un fen6meno ciclico con periodos regulares y limi
tados de receptibilidad sexual, asociados con la liberaci6n de ovocitos -
fecundables (8). Estd regulado por mecanismos de retroalimentacién hormo
nal en los que intervienen la hip6fisis, las génadas femeninas (ovarios)
y el tracto reproductor. Esta compleja interrelaci6n hormonal también es
responsable de la adaptacién de las estructuras reproductivas que contie-
nen y mantienen al embrién y al feto durante el perfodo de gestacibn y el
desarrollo y funcionamiento de la gléndula mamaria. {17)

En las ovejas y cabras no gestantes se presentan varios ciclos estrg
les y ya sea que haya fecundacibn o no se presenta un anestro; por esto -
se les 1lama poliestricas estacionales. (20,27)

La duraci6n del ciclo estral en las ovejas es de 16 a 18 dias prome-
dio y en las cabras de 18 a 20 dfas promedio, Estd dividido en dos perig
dos: el primero es el del foliculo o fase estrfgena y el segundo es el de
CL o fase progestacional (20,23)

,  Algunos investigadores mencionan que el ovario responde a un "nivel
creciente’ de hormona estimulante de los foliculos (FSH), mientras otros
opinan que 1a respuesta corresponde a un cambio en la proﬁorcidn de FSH
y hprmona luteinizante (LH), (20) El hiﬁotalamo contribuye produciendo
unas sustancias especificas 1lamadas Factores Liberadores (FR); estos prg
pician 1a liberacién de las hormonas de la hipofisis anterior hacia el to
rrente circulatorio. Cabe mencionar que estos FR son especificos de cada
hormona, De igual manera se producen algunos Factores Inhibidores.(3,20)

En cualquier caso las hormonas gonadotréﬁicas de 1a hibofisis indu--
cen la respuesta ovdrica y asi comienza el desarrollo de los folfculos.
(20)
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El ciclo estral estd constituldo por.las siguientes fascs proestro,
estro, metaestro, diestro y anestro. Figura 1 .
Proestro.- Es el perfodo que sigue a la desaparicitn del CL, durante e1 -

cual disminuyen los niveles de progesterona. Se caracteriza por 61 v
crecimiento del foliculo. Conforme el foliculo madura produce las hor
monas sexuales femeninas o estr6genos secretados por la cam granulosa
del folfculo., Tiene una duraci6n de dos dfas promedio en ambas espe--
cies. (8,20,27,29,30)

Como en otras especies tan s6lo unos pocos foliculos se desarrollan
plenamente durante cada ciclo estral, Durante este estadio el foliculo
se llena de liquido, aparece tenso y por filtimo se adelgazan sus pare-
des preparadose para la ovulacién. (17,20)

Estro.- Se define como el periodo de la receptibilidad sexual (la hembra
acepta al macho) durante el cual ocurre la ovulacidn en la mayoria de
las especies. Los estrfgenos preducen las manifestaciones fisicas del
estro, ademds ejercen 2 efectos sobre la hip6fisis, uno de los cuales
inhibe la produccién de FSH, el otro estimula la producci6n de LH, Es-
timula la ovulaci6én y la formacién del CL en el ovario, Este produce -
progesterona que inhibe la producci6én posterior de LH y también inhibe
a la FSH, Cuando el foliculo de Graaf se rompe y sus células cambian -
para formar el CL, la produccién de progesterona inhibe la liberacién
de estr6genos, La duraci6én de este periodo en estas especies es de 30
a 40 horas (1 a 2 dias promedio). Aparece la ovulacién durante la Glti
ma mitad del estro. Al final de este periodo disminuye la LH y los es-
trégenos circulantes. (8,20,27,29,30,33) Figura 2,

Al ocurrir la ovulacién sale el liquido del foliculo y arrastra con
el al huevo. En la oveja la cavidad folicular no se llena: de sangre como
en la yegua, {20) Comienzan a proliferar las células de la granulosa y el
desarrollo luteinico es similar al de otras esp_ecies. (17,20)

Durante el estro la oveja y la cabra tienen con frecuencia dos o tres
ovulaciones. (20)

En el proestro y el estro se produce hiperemia (aumento de la vascula
rizaci6n) y edema de las dreas intercartinculares del endometrio, todo ello
como respuesta a las elevadas concentraciones de estrfgenos. El tono y la
excitabilidad del endometrio sufre aumento gradual marcado que alcanza su
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* M,V.Z. Marco Antonio Fajardo (1985)
Informacibn personal en la Citedra de Fisiologia Veterinaria
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan
Universidad Nacional Aut6noma de México.
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pico en el momento en que la hembra muestra receptibilidad sexual. los --
cuernos uterinos estén turgentes, enrollados y mds engrosados. (20,33,36)

Inmediatamente después de la ovulaci6n, la contractibilidad del Gte-
ro disminuye y desaparece completamente 48 horas después de la ovulacién,

Los cuernos uterinos sin embargoe permanecen edematosos 48 a 72 horas des-

miés de la ovulacién, (17,20,36) Cuadro 1 . |

En la oveja, al comienzo o al final de la estacidn reproductiva se -
produce con frecuencia ovulacién sin estro (celo silencioso). El estro -
mis corto se presenta en las corderas, ¢l mds largo en las ovejas adultas

y, el intermedio en las viejas. Deiigual manera, al principio y al final

de la estaci6n reproductiva suele ser mis breve la duraci6n del estro, (20,

27) .Existen ciertas €pocas del afio en que la actividad ovdrica se detiene:

cs la etapa de anestro. Estas especies presentan estro unicamentc en ---

ciertas épocas del afo, por esto se les denomina como animales poliestri-
cos estacionales. A medida que se avanza hacia el Ecuador, esta estacitn
de inactividad se hace menos marcada. (2) '

Algunos animales [resentan estro atin durante la gestacién. (27) EI -
estro posparto es variable en las ovejas; se ha determinado que pueden ten
ner una o mis ovulaciones silenciosas antes del primer estro postparto, -
pero en general estos animales no presentan estro hasta dos semanas des---
més del destete de las crias, (8,20,27,29,30,33)

Metaestro,- Es la fase postovulatoria. Durante este tiempo se organiza e
inicia su funcién el CL, comenzando su secrecién de progesterona, Su -
duracién media es de dos dias promedio en ambas especies. (20,27,29)
Durante esta fase disminuye hasta cierto grado ¢l edema y el nimero de
vasos sanguineos, si bien contintia el desarrollo glandular del endcme--
trio como preparaci6n para la secrecifn de leche uterina y recepci6n --
del cigoto. (17,20)

Diestro.- Conocida también como fase luteinica o progestfigena el el perio-
do durante el cual predomina la influencia de la progesterona luteinica
sobre las estructuras sexuales accesorias. Tiene una duraci6n de 11 a -
12 dias promedio en las ovejas y 13 a 14 dias promedio en las cabras, -
Durante esta etapa el fitero carece de tono y disminuye su excitabilidad
{17,20) Si 1lega un cigoto al dtero el CL perdurard toda la gestacién,
pero. si el huevo no es fecundado, dicho CL permanece funcional tan s6



CUADRO 1

Ciclo estral en Ovejas y Cabras,

OVEJA  CABRA  SITUACION ENDOCRINA PROBABLE

15-16

17-18

1-2

3-4

5-14

16-18

19-21

1-4

5-6

6-15

Luteotropina de P.A. disminui-
da provoca reduccién del total
de progestercna.

Aumenta secresitn de FSH de la
P.A. que gumenta la tasa dc es
trogénos secretados por las c§
lulas de la teca interna.

ContinGa la secresibn de FSH y
estrégenos. Los progestégenos

alcanzan un nivel que incita -
la secresitn de LH, La rela---
cién de FSH y LH provoca la --
ovulaci6n. Esto en gran parte

detiene la secresi6n de estrd-
gEN0Ss,

Continfia la secresi6n de 1l y
la luteotropina es también se
cretada por la P.A, Formacién
del C.L. con su secresién de

progesterona en marcha.

Se continfia secretando proges
terona bajo la influencia de™
la luteotropina hasta el 150.
dia, entonces decae a menos -
que se efectue la gestacién.

Si es asi, la secresi6n de 1u

teotropina se mantiene,

OVARIOS

C.L. en regre
sibn. Folicu-
1o en crecim,

Regresifn de
C.L. Foliculo
en crecimien-
to.

Total regre--
si6n de C.L.
Foliculo en -
maximo crecim,
Suaves y lisos
desp. de ovula
cién. (DOV)

C.L. nuevo al-
canza tamano
maximo al do.
dia, muy suave
El antiguo duro

Cuero Albica-
ns C.L. del --
dia 10 en re--
gresién,

UTERO

Discreto
aumento,

Presencia
de tono;

marcada i
rritabil.

Marcada to
nicidad y~
edema del

endometrio

Edema du-
rante 2-3
dias des-
ués del

estro.

Fisioldégi
camente
flicido.

SIGNOS

Ausencia de signos
de estro.

Proestro: vulva po-
co turgente, vesti-
bulo ligera conges-
tién, moco vaginal.

Turgencia vulvar, -
vestibulo hipere-<-
mico, descarga co--
piosa de moco.

Un dia destiés del -
estro: discreta des
carga mucosa y poca
actividad estrogéni
ca.

Discreta congestitn
de la mucosa vesti-
bular al final de -
este periodo.

Adaptado del Zemjamis (1982) p. 76
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lo hasta el dfa 12 0 13 del ciclo estral., La progesterona inhibe tam-
bién la producc16n de FSH, ejerce un efecto gradualmente mds débil con
forme. el CL madura Y se torna no funcional. Después de cierto periodo
los efcctos de la progestcrona disminuygn 4 tal extencidn que la FSH
es capaz de iniciar un nuevo ciclo. ovdrico si aln persiste la estacién
reproductiva. (3,11,12,14,17)

‘Anestro, - Durante esta etapa hennanecen inactivos "estfticos" los ovarios.
El cese de esta actividad ovdrica cstd determinada por el crecimiento
y desarrollo de los foliculos.(8,27,29)

Gestacibn.- Es un estado fisiol8gico durante ¢l cual se desarrollan en el
litero uno o mis embriones o fetos. [Ln general este estado incluye el
crecimiento del nuevo individuo desde la fecundaci6én hasta la exml---
si6n del f~tn (parto). (15,27)

Tiene una duracién de 145 a 150 dias promedio en las ovejas y cabras
En éstos animales los pasos iniciales en la formaci6n del foliculo y del
CL, son los mismos que en los animales no gestantes. Sin embargo en este
caso interviene otro factor: el &vulo que ha sido fertilizado. La proges-
terona producida por el CL estimula el desarrollo del endometrio del Gte-
ro, capacitindolo para recibir y mantener el huevo fértil. Durante la ges
tacién se efect@Gan un gran nfmero de cambios en el endometrio; pues con -
el desarrollo de la placenta el Gtero gravido se convierte en un frgano -
endécrino (normalmente el Gtero en la hembra no gestante no se considera
una estructura endécrina (17), pero se ha observado que produce las pros-
taglandinas que lisan 31'CL)‘ {20) Figura 3, La placenta secreta una hor-
mona 1lamada Complejo Gonadotrépico que ayuda a mantener al CL, el cual -
inhibe el crecimieto folicular, La prolongada liberacién de la progeste-
rona estimula el crecimiento mamario y la secreci6én de prolactina por la
hip6fisis, la cual determina la formacién de células secretoras de la -~~-
glandula mamaria. (13,17,27)

Durante las primeras etapas del desarrollo embrionario la produccién
de progesterona estd dada por el CL del ovario; pero en cuanto se desarro
11a la placenta se crea una nueva fuente de produccién de dicha hormena,
manteniendp con ello un adecuado aporte hormenal durante toda la gestar--
ci6n de 14 oveja. (17) Sin embargo en la cabra, el CL es el tGnico provee-
dor de progesterona para el mantenimiento de toda la gestacién. (28)
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La produccién de propesterona posiblemente es interrumpida por inte--
raccién de las prostaglandinas con glucocorticoides fetales que actfian co-
mo un estimulo para la sintesis de PGF2% , La estrona y el estradiol au-
mentan durante la gestucion en animales dom@ésticos y llegan a su miximo --
unos cuantos dias antes del parto, Este nivel creciente de estrdgenos du-
rante la gestaci6n produce crecimiento del miometrio, sintesis de actomio-
sina y en consecuencia aumento de la capacidad de contracci6n del Gtero.
(20,27,35)

Los corticoides suprarrenales de la madre se elevan inmediatamente an
tes del parto en el plasma materno, pero el efecto total sobre el proceso
puede ser minimo. Esto contrasta con la importante funci6n de la corteza
del feto, pues en estos nomalmente los niveles altos de corticoides feta-
les aparecen en las iltimas horas antes del parto, El estimulo para sinte
sis de PGF2 =< puede tener su origen a nivel suprarrenal fetal con la pro--
duccién de corticoides. Las prostaglandinas parecen tener una importancia
considerable en el parto en ovejas y cabras; se ha observado un aumento de
PGF2e¢ en sangre venosa uterina durante las 24 horas anteriores al parto.
(13,20,35)

Durante este periodo el feto aunenta notablemente de tamafio, y al fi--
nal, probablemente a traves del sobrecrecimiento fisico de la placenta se
torna en un cuerpo extrafio o en un esfuerzo para la madre. En este momen-
to el ovario produce la hormona relaxina que causa la relajacién de los 1i
gamentos pélvicos y del canal del parto, sensibiliza al fitero y al cervix.-
Debido a la accién de las PGF2e sobre el CL de la gestacién, éste es vir-
tualmente afuncional; poco antes del parto, la FSH parece actuar nuevamen-
te sobre el ovario propiciando la formacién de foliculos y la liberacién -
de bajas cantidades de estrgenos. Estos tienden a inhibir la produccign
del complejo gonadotrbpico, sensibilizan a la musculatura ceryical y vagi-
nal, también estimulan el desarrollo de los tejidos mamarios. En este mop
mento la oxitocina, 1a cual estd presente de manera constante en el cuerj)o
del animal, estimula las contracciones del Gtero promoviendo la dilataci6n
del cervix. Estas contracciones ayudan al inicio del parto y aunada a la
presencia fisica del feto en el cervix y posteriormente en el canal del -r
parto, produce los movimientos expulsivos del nacimiento,(13,17,27,35)

Esta etapa puede ser diagnosticada por medio de: palpacion recto-abdo
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minal de fetos, aumento del tamafio de la ubre, radiologicamente, laparato-
mia exploratoria, ultrasonido, moco cervical, niveles hormonales, frotis y
biopsia vaginales, : o '

De las técnicas antes mencionadas, se eligieron el frotis vaginal y la
biopsia vaginal con objeto de ser estudiados en el presente trabajo,

 Como antecedente de dichas técnicas tenemos:

A) Frotis vaginal.- Como todos los epitelios de los 6rganos genitales, tam
bién ¢l de la vagina sufre difercntes cambios ciclicos segin la activi--

dad enddcrina de la génada y pueden ser en el futuro provechosos en el exd-

men de citologia vaginal, como ocurre en la ginecologia hummana. Actualmen-

te los conocimientos colpocitolégicos en la vaca estin en los primeros pa--

sos, pero podrin ser myy Gtiles y provechosos especialmente como complemen-

to de estudios en la endocrinologia funcional y patolfgica.(15)

El estudio citolégico del exudado cervico-vaginal para el diangbstico -
de gestacifn y la determinaci6n de las etapas del ciclo estral, ha sido am-
pliamente utilizado en algunos roedores de laboratorio asi como en los cani
nos, felinos y las mujeres. Se menciona que al parecer existen sitios del
epitelio de la vagina donde las hormonas ejercer su influencia y regulan el
proceso de descamacién. (4)

La biopsia vaginal ha sido considerada uno de los métodos mis Gtiles y
seguros para el diagnfstico de gestaci6n. (25) Las observaciones microscdpi
cas se hacen en base a la diferenciacidn de los estratos celulares y a la -
forma y coloracifn de los mismos, asf tenemos que el acomgdo celular del e-
pitelio vaginal en la fase folicular y en la fase luteinica del ciclo es---
tral en perras sufre grandes cambios,(9) estos se encuentran bajo el con--
trol de los estrdgenos, los cuales son capaces de estimular las células de
la macosa vaginal y su méxima proliferaci6n, diferenciacibn y descamacién.
El epitelio vaginal presenta cambios que pueden ser determinados con bresi-
ci6n para determinar tanto el momento de proestro, estro, metaestro comp de
anestro, Estos cambios pueden ser diagnosticados con bastante exactitud al
hacer el estudio de la histologia exfoliativa de la vagina (citologia exfo-
liativa de la mucosa) a través de frotis vaginales e inclusive podrian uti-
lizarse en algunps aspectos de la patologia reproductiva en perras.(5,9;15,
20,21) :

En la cerda el espesor del epitelio vaginal cambia durante el ciclo es
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tral normal, con proliferaci6én durante la fase folicular y una reducci6n -
del cpitelio durante la fase ldtea. - Los cambios en la estructura microscd
pica del epitelio vaginal fueron primeramente obscrvados para ser asocia--
dos con las diferentes fascs del ciclo estral. Trabajos recientes mues---
tran que las variaciones ciclicas que ocurren al menos en la porcidn ante-
rior de la vagina, promueven cambios cuando la cerda estd gestante, y es--
tos forman las bases para la prueba histoldgica de uso corriente.(4,22)

En ovejas y cabras la citologia exfoliativa puede ser utilizada para
determinar el momento Optime para fertilizarlas, aunque no hay ninguna --
prucba que indique se pueda reemp]azar comb]etamente al macho como instru
mento para la observacifn del estro cn estas especies, y por consiguiente
observar cl tiempo preciso para el cruzamiento. La aplicacidn del frotis
vaginal puede nostrar los cambios durante el curso del ciclo estral, y --
ayudar a determinar con un alto grado de aproximacién cl momento de la --
ovulacidn, la cual estd relacionada con la descamacidén masiva y cornifi-
cacion del epitelio vaginal, ya que esta generalmente ocurre 1 a 2 dias -
después de empezado el estro.(7,31)

En general durante el proestro se encuentra moco espeso. Durante el
estro es escaso, claro y acuoso. En el metaestro y diestro el moco es -
espeso y caseoso. (10,20,23,31)

Proestro.~ Durante este estadio predominan células con nicleo redondeado
y gran cantidad de células escamosas grandes, aplanadas y basofilicas.
Algunas presentan pequefia cornificacién, las células epiteliales cons-
tituyen una parte relativamente pequefia de los elementos celulares pre
sentes en el frotis., Los leucocitos estén generalmente presentes. Las
c€lulas se presentan bien definidas y separadas.(20,24,31)

Estro.- Durante la primera parte del estro, el frotis vaginal tiene un -
incremento de células epiteliales, las cuales aparecen del dfa 1 al 3,
con un ntmero variable de c&lulas completa o parcialmente cornificadas.
Las_células de descamaci6n constituyen un minimo en el frotis, cerca -
de dos terceras partes son basofilicas y una tercera parte acidofili--
cas (cornificadas). Unas pocas células muestran pliegues, arrugas y -
bordes rizadps, Todas las c&lulas se presentan separadas y definidas.
Se han observado pequefias células esféricas con el citoplasmas intensa
mente tefiido con Toluidina en los 2 primeros dias del ciclo, Al final



- 16 -

del estro ocurre una afluencia de leucoc1tos, esto persiste hast° el dfa
6 del periodo 1dteo. (7 10 20,23,24,31) .

Metaestro y Diestro.- Hacia comienzo de metaestro el frotis aparece reple-
to de células epiteliales descamadas. Entre ambas fases se observa una
cvidente disminucién de células cpiteluales conforme avanza la fase lu--
tefnica, cl frotis estd grueso, las células amontonadas y apiladas, y ca
si todas son cornificadas. Los neutr6filos y bacterias son abundantes.
Durante diestro se presenta un gran n(mevo de células escamosas en pro--
porcién con otro tipo de células epiteliales. Se ha observado cornifica
cibn masiva en frotis tomados del dfa 3 al 5 del ciclo, Durante el dia
3 a7, el frotis consiste principalmente de cflulas epiteliales cornifi-
cadas o parcialmente cornificadas. [En el frotis se observan células epi
teliales multinucleadas especialmente durante los dias 6 y 7 del ciclo.
Los frotis colectados durante los dias 8;9 y 10, presentan principalmen-
te células esféricas de un tamafio mediano, el citoplasma estd vacuolado
y el nicleo vesicular y agrandado. Durante los dias 12 al 13 el frotis
presenta pequefias células epiteliales de forma esférica o irregular en -
nGmero escaso. Los frotis obtenidos desde el dia 14 al dGltimo del ciclo
tienen células esféricas pequefias. Conforme van transcurriendo estas --
etapas, el ntmero de leucocitos va disminuyendo, sin embargo, del dia 14
en adelante, su n@mero se incrementa.(10,20,23,24,37)

Anestro.- Este perfodo de marca por el incremento progresiyo en la aparj--
ci6n de células epiteliales, células con niicleo redondeado y escamoso. -
Las células cornificadas aparecen en nfimero limitado, (24)

Gestacién,- Durante los dfas 15 a 18 se observan pequefias células epitelia
les, células escamosas grandes y ocasionalmente células cornificadas o -
parcialmente cornificadas. Entre los dias 22 y 83 los frotis son esca--
SOS y acuosos y consisten principalmente de pequefias células epiteliales,
muchas de ellas con nficleo grande y bien tefiido,(10) Figura 4.

B) Biopsia vaginal,r Cambios observados durante las fases del cicle estral,
anestro y gestacién;

Proestro, - El ep_itelio vaginal consiste de mds de un tipo celular', se caraé
teriza por ﬁroliferacidn ¢elular répida. El estrato de células basales
se engrosa y aumentan las figuras mit6ticas, Las células basales son --
mis elongadas y su. citoplasma es claramente bas6filo, Hay incremento -
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en nGmero y tamafio celular con proyecciones a la tfinica propia. En esta
Tase principia la proliferaci6n epitelial con proyecciones'ﬁapilares del
estrato basal de las células en el estroma, Eas'proyecciones se incre--
mentan en nGmero y tamafio hasta fomar enteramente el espesor del epite-
lio vaginal. E1 epitelio es muy prominente en el tiempo de acercamiento
al estro. El estrato celular superficial estd compuesto de células esca
mosas y en su mayoria de pequefias células, las cuales tienen nficelo ba--
sal. Se obhservan freas con células de aspecto fusiforme en la superfi--
cie o células uniformemente aplanadas.(10,21,25)

Estro.- El epitelio vaginal consta de 11 a 18 estratos celulares compuestos
de células polihédricas grandes y compactas con nicleo central, espacios
intercelulares y uniones muy estrechas. Las células superficiales estdn
mis abultadas que otras observadas durante proestro, Células planas o -
parcialmente cornificadas se observan frecuentemente en la superficie. -
Las células basales forman grandes columnas y tienen nticleo vesicular --
agrandado, Se observan en el estrato basal figuras mitdticas . Durante
el dia 1 y 2 del ciclo en las dos terceras partes del cstrato superior -
se encuentran células hipertrofiadas. Llas células son aproximadamente -
dos veces mis largas que lo normal en las depresiones del estrato, sus -
niicleos en relaci6n al citoplasma se presentan relativamente pequefios y
picnbticos, el citoplasma es vacuolado. Uno o dos estratps de células -
parcialmente cornificadas se encuentran frecuentemente en la superficie,
(10,25)

Metaestro y Diestro.- Durante los dias 3 a 6 del ciclo aumenta el estrato -
cornificado de la superficie, estas c&lulas cornificadas muestran un es-
tado de exfoliaci6n,(10) Durante este periodo el epitelio vaginal estra-
tificado tiene un espesor de 8 a 15 estratos celulares. Las c&lulas son
divididas en 4 zenas: (10)

(1) Estrato de células basales con pequefias células columares.

(2) Estrato de células estrelladas con un esﬁesor de 2 a 15 capas celula
res poligonales y con nficleo vesicular grande y amplios espacios in-
tercelulares,

(3) Estrato transicional cpn un espesor de 5 a 8 capas celulares, siendo
sus ¢€lulas grandes y fusiformes con nficleo reducido, el citoﬁlasma
es ligeramerite bas6filo y vacuolado, y los espacios intercelulares -
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muy estrechos.

(4) Estrato superficial de c€lulas cornificadas diferenciadas.

Durante los dias 7 y 8 del ciclo, los estratos de c€lulas cornifica-
das estfin ausentes. A veces se presentan 1 o 2 estratos de células csca-
mosas planas. Son aparentes algunas células descamantese - El estrato de
células de transicién se vuelve superficial. Un gran ntmero de leucoci--
tos se acumulan en la tfinica propia y algunos migran del intersticio al -
epitelio. Durante los dfas 9 al 13 del ciclo, el epitelio vaginal se a--
delgaza y consiste de 4 a 6 estratos celulares superficiales cuboidales,
con sus nficleos aplanados contra la base. Aparecen células intermedias -
del mismo tamafio, los nicleos se localizan centralmente y el citoplasma -
es debilmente vacuolado. Los espacios intercelulares y los puentes celu-
lares son evidentes. Las células basales estdn claramente colapsadas y -
ampliamente separadas. La infliltraci6n de leucocitos entre los espacios
intercelulares es muy marcada. Empezando el dfa 14 del ciclo ocurre 1a -
activacidn de las cé&lulas basales con formacién de proyecciones epitelia-
les en la tiinica propia penetrando el estroma, como se describe anterior-
mente. (10,21,25)

Anestro.- El grosor epitelial varia entre 4 y 10 capas celulares, la prime
ra y segunda capa superficial estan aﬁlanadas. Las células de las ca-
pas intermedias son fusiformes con nticleo vesicular y central, estdn -
marcados los espacios intercelulares y-puentes; se observan pocos leu-
cocitos, las células basales son cuboidales. Las proyecciones epiter-
liales no estén marcadas. En muchas &reas de las secciones, el epite-
lio vaginal de los animales en anestro se asemeja a lo observado en -~
los gestantes. En anestro por lactaci6n la mucosa vaginal es mids ce--
rrada y semejante a la observada durante los dfas 10 a 12 del ciclo, -
Las células superficiales con cuboidales y fusiformes., Las intermedias
forman de 1 a 2 capas de espesor. Las células tienen forma irregular
y se observan leucocitos en el intersticio del epitelio.(10,25)

Gestacién,- Son evidentes alteraciones variables después del perfodo de -
concepcibn, particularmente en la superficie de la capa de c€lulas epi
teliales. Estas se caracterizan por un reemplazo gradual de c&lulas -
superficiales planas por células de tipo cuboidal en las que el nficleo
es vesicular con estructura definida y de cromatina clara. El citoﬁlai
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ma de estas células cuboidales frecuentemente se tifie de un color pali-
do y a causa del gran espacio ocupado por el nficleo aparecen relativa--
mente pequefias en volumen. Ise nficleo de tipo vesicular puede ser vis-
to en las capas profundas del epitelio en muchos casos,(21) el epitelio
estratificado muestra de 3 a 6 capas de células planas o cuboidales pe-
quefias, separadas por amplios espacios intercelulares con proyecciones

epiteliales comparativamente reducidas, estas permanecen desde el pri-r
mer mes hasta aproximadamente 2 dfas antes del parto. Las células pro-
fundas del epitelio permanecen en forma de pequefias colummas. Cerca de
los 80 dfas de gestacibn, las células poligondles o escamosas tienden a
desaparecer completamente y son reemj)lazadas por las células cuboidales
basales; hacia los 84 dfas de gestacién se presentan 6 capas celulares

(en 1a mayoria hay silamente 3 a 4). La cantidad de leucocitos durante
esta etapa tiende a ser alta durante los estadios tempranos y de ahi en
adelante sigue los modelos de diestro. En los Gltimos 20 dias de gesté
cién se nota que las formas c@ibicas de las células son substituidas por
las escamosas como sucede en la hembra no gestante. El nfmero de capas
celulares i)resentes es una guia usada ﬁara el diagnéstico de gestacidn,
1§ero la base es 1la uniformidad de un e;')itelio estratificado cuboidal y

~ es el que promueve un diagn6stico mds acertado.(5,10,21,25)
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OBJETIVOS

- Corroborar la relacibn de los rambios vaginales con es--
tructuras oviricas y estado uterino.

- Determinar si exxsten pericdos en que la técnica pudlera
ser de utilidad practlca para reconocer alguna etapa re-
productiva.

- Registrar valores de peso y tamafie de estructuras ovédri-
cas de acuerdo a los periodos reproductivoes,



- 22 -
MATERIAL Y METODOS

~ El présente trabajo se realizé en el Rastro Municipal de Tlal-
nepantla Estado de México y en la Facultad de Estudios Superiores
Cuaut1t15n “de la Universidad Nacional Auténoma de México.

.Se. colectaron 200 muestras de mucosa vaginal, frotis vaginal y
los dos ovarios de cada animal, 100 muestras de oveja y 100 de ca--
bra, ambas de razas no definidas, de diferente edad y en distintos
periodos reproductivos (gestantes y no gestantes).

Una vez sacrificados los animales se colectd en primer lugar -
el frotis vaginal, utilizando para ello una cucharita de pléstico,
que se introdujo en la vulva penetrando hasta la vagina, el fluido
colectado fu utilizado para realizar el frotis sobre un portaobje
tos. Los frotis obtenidos, previamente identificados, se fijaron
inmediatamente en alcohol metilico por espacio de 5 minutos y se -
guardaron para posteriommente tefiirlos.

En el momento de la evisceracifn se obtuvieron los 2 ovarios
y un corte de mucosa vaginal. Si el Gtero estaba gestante se ano-
t6 que cuerno contenia al embri6n o feto y si era gemelar, su sexo
y se midié la longitud de la columna vertebral desde la articula--
cién atlanto-occipital hasta el maslo de la cola, como una estima-
cién de la edad del producto.

A continuacitn se procedié a pesar y medir los ovarios (largo,
ancho y ‘espesor), también se les separ6 el curpo 1lfiteo a los que -
lo tenian y se midi6 y pes6; se incluyeron juntb con la vagina en
una gasa y se fijaron en formol al 10%,

Diferentes métodos han sido utilizados para evaluar microscé-
picamente los cambios celulares vaginales. Entre estas técnicas -
las mds usadas han sido las de Shorr, Papanicolau y la Tincién de
Wright. En Este trabajo los frotis se tifiieron utilizando el méto
do de Papanicolau (Anexo 1).

Una vez tefiidos, los frotis se observaron al microscopio a di
ferentes aumentos (100X y 400X) con el fin de realizar una evalua-
ci6n de cada uno,



- 23 .

A los ovarios, cuerpos lfiteos y vaginas se les realizaron cortes histo
16gicos previa inclucién en parafina, seglin rutina y coloracién con Hemato-
xilina-Eosina (Anexo 2) para posteriormente ser observados al microscopio.

Los animales se dividieron'paré su estudio en 3 grupos:

I Gestantes.

IT No gestantes con CL y foliculo de ciclo.

IIT No gestantes sin CL.

Para su observaci6n los frotis se clasificaron de la siguiente manera:

1.- Predominio de c&lulas multiformes con nficleo medianp o picnético.

2.- Células redondeadas con nicleo mediano en mayor cantidad y pocas -

con nficleo picnético.

3.- Predominancia de acimulos de células pequefias con nficleo grande en

relaci6n al citoplasma.

4.- C3lulas polihédricas grandes con niicleo mediano.

El andlisis estadistico para hacer la comparacién de pesos y masas to-
tales de CL se realiz6 mediante pruebas de Z para comparaciones entre dos -
medias. (18)

Peso total de CL .- Es el promedio del peso individual del CL.
Masa total de CL .- Es 1a suma del total del CL por cada hembra.

OBSERVACION

Se hace notar que los difmetros foliculares se midieron sobre la lami-
nilla, o sea ya fijados por el formol. Esto hace variar la medida, pues el
fijador deshidrata los tejidos. Debe agregarse que al medir en el corte, -
el dismetro depende del punto en que es cortado el foliculo, por lo que es
mis confiable el peso del L.
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RESULTADOS
Animales Gestantes:

En el dladro 1 se presentan los datos obtenidos para el tipo de fro-
tis vaginal, nfimero de capas vaginales, pesos y masa total de CL y didme-
tro folicular para ovejas gestantes con relacitn al tamafio del embritn o
feto. Se puede apreciar un marcado predominio del frotis vaginal tipo 1
(79.4%). E1 tipo 3 aparece con mucho menor frecuencia (12.8%) y el tipo
2 solamente en 3 animales (7.6%). En cuanto a la biopsia vaginal se ob-
serva que la mayoria de los animales tienen de 4 a 6 capas (92%) y s6lo
3 animales tuvieron 3, 7 y 8 capas respectivamente (7.8%).

En el cuadro 2 se enmarcan los resultados para el tipo de frotis va
ginal, niimero de capas vaginales, pesos ymasa total de CL y didmetro fo
licular para cabras gestantes con relacién al tamafio del embri6n o feto.
Se observa que el tipo de frotis 3 tiene el 43.3% del total de las Mmues-
tras. El tipo 2 tiene el 39.1% y sdlo 4 animales tuvieron el frotis ti-
po 1 representando el 17.3%. Observando las capas vaginales se ve que -
el 77.2% de las muestras tiene 4 capas y sb6lo 5 animales tuvieron 3 y 5
capas (9.2% y 13.6% respectivamente).

El valor promedio para el peso total del CL no tuve diferencia sig-
nificativa entre las ovejas y las cabras gestantes, sin embargo, la masa
total de los CL si eyidenci6 una diferencia significativa en estos anima
les (P£0.01).

Cabe mencionar que el porcentaje de gestacidén que se encontrd en el
muestreo realizado fu€ de 39.0% para las ovejas y 25.8% para las cabras.

Animales No Gestantes con C.L, de Ciclo;

En el cuadro 3 se describen los resultados obtenidos para el tibo -
de frotis vaginal, nGmero de capas vaginales, didmetro folicular con re-
lacifn al peso y masa total del CL. Se nota que el 40.7% del total de --
las muestras corresponde al tipo de fortis 1; el tipo de frotis 4 tiene
el 37.0% y el 22.0% restante al tipo de frotis 2, Si se observan las ca
pas vaginales, estas tienen el siguiente porcentaje: 63.0% de 4 a 6 ca-r
pas y el 37.0% restante de 7 a 10 capas.

Se puede observar en el cuadro 4 el cual corresponde a cabras que
el tipo de frotis 2 es el que tiene la mayor proporcifn, pues representa
el 60.0%; el tipo de frotis 1 tiene el 35.0% y se noté que un s6lp ani--
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mal tuvo el tipo de frotis 4 representando el 5.0%. Asi mismo tenemos --
que el 55.5% tuvo de 4 a 6 capas vaginales y el 44.5% de 7 a 12 capas.

Animales No Gestahtéé.siﬁ'C.L. de Ciclo:

En el ‘cuddro 5 se enlistan los resultados obtenidos para didmetro fo
licular, tipo de frotis vaginal, nfmero de capas vaginales de ovejas no -
gestantes con relaci6n al mes de obtencifn de las muestras. Se aprecia -
que el tipo de frotis 1 aparece en un 50.0%, el tipo de frotis 2 en 29.4%
y el tipo de frotis 4 en 20.6%. Referente a las capas vaginales, estas
ovejas tuvieron el 90.0% entre 5y 8 capas, el 3.0% tuvo 4 capas y el 6.4%
restante 9 capas.

Se muestra en el cuadro 6 los datos obtenidos para didmetro fpliculay
tipo de frotis vaginal y nimero de capas vaginales de cabras no gestantes
con relaci6n al mes de obtencidn de la muestra., Los porcentajes obtenidos
para los tipos de frotis 1, 2, 3 y 4 son: 32.6%, 52.1%, 10.8% y 4.3% res--
pectivamente, Observando las capas se ve que el 86.0% tuvo de 4 a 8 capas,
2.2% dos capas,6.8% tres capas, 2.2% 10 capas y 2.2% 12 capas.

En los cuadros 7 y 8 se observan frotis vaginales de los 3 diferen--
,tés grubos de animales (gestantes, no gestantes con CL de ciclp y no ges-
tantes sin CL) en los cuales se not6 la ﬁresencia de espermatozoides.

HALLAZGOS PATOLOGICOS

+ Se encontraron 3 muestras de cabras con folfcules quisticos en ové
rios, dos de ellas pertenecfan al grupo de no gestantes sin CL (III) y la
otra era del grupo II.

- Se observd también en el momentop de la evisceracidn dos fetos mace
‘ rados, uno en oveja y el otro en cabra,

~ En el momentq de realizar la observacién microscéﬁiéa de las mues- .
tras, se detectf la presencia de 8 Cl, quisticos, de los cuales 4 correse-
pondian a ovejas y los restantes a cabras.
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Cuadro 1

Tipo de frotis vaginal, nlmero de capas vaginales, pesos de cuerpos -
1Gteos, masa total de los cuerpos lGteos y didmetro folicular con re-
laci6n al tamafio del embri6n o feto en Ovejas gestantes,

Tamafio del Frotis®  Nam. de Cuerpo  Masa  Didmetro*

embribn y Vaginal Capas Lateo de Folicular
o feto (cm) (tipo) Vaginales (g) C.L. {(mm)
.55 1 6 71 71 4 - 2
1.49 2 6 .82 .82 5 -1
1.50- 3 6 .92 .92 5-2
1.72 1 4 .69 .69 5-3
1.90 3 4 .69 . .69 2-0
2.0 1 5 .55 .55 3 -1
2.0 1 8 .67 .67 3 -1
2.8;2.8 1 4 .69;.67 1,36 3-2
3.25 1 - 72 .72 S-4
3.49 1 S .51 .51 2 -0
6.0 2 7 .53 ~ .53 222
6.50 1 5 .35 .35 3.1
8.50 2 6 .45 .45 5-3 .
8.50 1 4 .97 .97 3.2
10.50 1 5 .61 .61 2-0
11.0 1 5 .61 .61 2-0
11.0;11.,0 1 5 .58;.74 1,32 3 -1
13.50 1 4 .70 .70 1-0
16.0 3 6 .53 .53 0-0
18.0 1 5 .65 .65 2 -1
20.50 1 5 .79 .79 2 -2
21,0 1 4 .80 .80 2-2
23.0 1 5 .59 .59 2 -1
26.0 1 4 .51 .51 0-20
28.0 1 6 .70;.74  1.44 0-20
29.0 3 S .56 .56 1-0
31.50 1 4 .74 .74 1-0
32.0 1 4 .40 .40 1 -1
33.0 1 6 .68 .68 0-0
33.50 1 4 .70 .70 1-0
33.50 1 5 .57 .57 1 -1
34,0 1 5 .80 .80 0-0
36.0 1 4 .74 T4 1-0
36.0 3 4 .60 .60 1-0
37.0 1 4 .59 .59 1-1
37.0 1 6 .95 .95 0-0
37.50 1 5 .80 .80 1-1
38.0 1 4 .62 .62 1-1
40.0 1 3 .60 .60 0-0
+ .
.66-,13 + Media de peso
71-.23 Media de

masa total
® Ver Material y Métodos para la explicacién detallada del tipo de -
frotis vaginal
* Representa los foliculos mayores de cada uno de los ovarios.
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Cuadro 2

Tamafio del embri6n o feto, tipo de frotis vaginal, nmero de capas -
vaginales, pesos de Cuerpos 1Gteos, masa total de los cuerpos 1Gteos
y didmetro folicular de Cabras gestantes

Tamafio del ~ Frotis® N(m. de  Cuerpo Masa Diimetro*
embrién y Vaginal Capas Lateo de Folicular
o feto (cm) (tipo) Vaginales (g) C.L. (mm)
No se midi6 3 4 1.14 1.14 3-1
feto macerado 2 4 .68 .68 5-2
3.50 3 3 1.27 1.27 5-2
4.0 1 4 .38 .38 6 -4
4,50 1 4 1.09 1.09 5-4
4.90;3.60 2 5 1.27;.64 1.91 3-0
7.0 3 4 .52 .52 4-3
9.0 1 4 .68 .68 6-5
9.80 3 4 1.13 1.13 5§-2
12.50 2 4 .82 .82 5-2
12.50;11.50 3 5 .60;.46 1.06 4 -3
15.50;15.50 3 4 .90;.47 1.37 4-0
18.0 3 4 1.20 1.20 1-0
18.0 3 4 .67 67 4-4
19.0;17.50;16.5 3 4 - .69;.65;.30 1.64 1-1
28.0 2 5 1.5 1.5 2-2
31.50;31.0 2 4 .70; .65 .1.35 4 -2
32.50 1 4 1.79 1.79 1-0
35.50 - 2 4 .90;.76 1.66 5-4
40.0:40.0 2 3 .84;.82 1.66 1-1
40,0 2 - .77 77 2-2
40.0;35.0 2 4 .84;.74 1.58 2-2
43.0 3 4 1.23 1.23 1-0
Media de Peso .84%.33
Media de Masa : 1.170.43

° Ver material y métodos para la explicaci6n detallada del tipo de frotis
vaginal
* Representa los foliculos mayores de cada uno de los ovarios.
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CUADRO 3

Se observa pesos y masas de Cuerpos Lfiteos, diametro folicular, tipo de
frotis vaginal y nfimero de capas vaginales de ovejas vacias con cuerpo
lateo de ciclo.

Cuerpo Masa Didmetro* Frotis® Nim. de

Liteo de Folicular Vaginal Capas
(g) C. L. (mm) (tipo) Vaginales
.80 .80 4 -2 2 6
.68 .68 5-1 1 4
.67 .67 3-3 4 6
.65 .65 5-1 2 5
= .60 .60 3-1.5 1 6
.60 .60 6 -1 1 4
= .55 .55 4-0 4 6
.55 .55 5-1 1 6
A45;.30 .75 6 -3 2 8
.45 .45 4 -1 1 6
.43 .43 4 -2 1 5
.42;.20 .62 2 -2 4 8
.40 .40 2-0 1 6
.40 .40 2-2 4 6
.40 .40 1~-0 1 7.
= .36 .36 4 -1 2 10
.33 .33 3 -1 2 5
.32 .32 4 -1.5 1 6
.32 .32 4.5 -0 1 10
.32 .32 5-1 4 9
.30 .30 0-0 1 4
=20 .20 3-0 4 6
.14 .1 3-3 4 9
W13 .13 5-1° 4 7
no se pesd -- 3 -2 4 7
ne se pesd -- 3.5-3 2 8
no se pesd .- 4 -2 4 6
Media de Peso  .42%.17 . '
Media de Masa .45-,18

= Cuerpos Lfiteos Quisticos.

° Ver material y métodos.
* Foliculos mayores
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CUADRO 4

Se observa peso de cuerpo lGteo, difmetro folicular, tipo de frotis y
nfmero de capas vaginales de Cabras vacias con cuerpo lGteo de ciclo.

Cuerpo Masa Difmetro* Frotis® N(m. de

Liteo de Folicular Vaginal  Capas
(g) C.L. {mm) {tipo) Vaginales
1.32 1.32 6 - 1.5 1 4
1.05 1.05 3«2 1 4
.88 .88 4 -2 1 6
.86,.73;.50 2.09 6 -4 2 7
.85 .85 2-2 2 6
.84 .84 §-3 1 5
.81 .81 5-0 1 4
= .78 .78 7-4 2 -
= .72 .72 4 -2 1 4
.69 .69 2-0 4 7
.65 .65 5-2 1 12
63 .63 3.5-3.5 2 8
= .49;.49;.19 1.17 3-0 2 7
37 37 2 -2 2 8
.34,.30 64 3-2 2 6
+ .27 27 9.-1 2 -
= .21;.23 44 5-2 2 8
.20 20 3-2 2 8
no se pesé -- 2-0 2 5
no se pest -- 3-0 2 S
Media de Peso .60%.30 . |
Media de Masa .80-.43

= Cuerpos Ltteos Quisticos
+ Foliculo Quistico.

° Ver material y métodos.
* Foliculos mayores.
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CUADRO 5

Se enlistan didmetro folicular, tipo de frotis vaginal y n(mero de ca
pas vaginales de Ovejas no gestantes y sin cuerpos lGteos ordenadas -
por mes de obtenci6én de la muestra,

Mes Difdmetro* Frotis® NGm. de

Folicular Vaginal Capas
(mm) (tipo) Vaginales

Marzo 5§-3 1 9
" 5-1 1 9
" 5-1 1 -
" 4 -4 1 8
" 4 -2 4 6
" 3-2 2 7
Abril 6-3 1 7
" 5-3 1 8
" 5-1 1 -
" 4 -3 2 S
" 4-3 1 7
" 4 -2 4 7.
" 4 -0 1 7
" 3-2 1 6
" 3 -2 4 7
" 3-2 1 6
" 3-2 2 6
" 1 -1 2 7
Mayo 5.0 1 6
o 4 -2 1 5
" 3-2 2 6
" 2 -2 2 5
o . 2-2 2 5
" 2 -2 2 4
" 2-1 4 5
" 2 -1 4 6
" 1-0 2 5
Junio- 4 -3 1 7
" 3-3 4 6
oon 3 -2 -1 7
" 3-2 1 5
" 2 -2 2 8
L 2 -1 4 8
"o 2 -1 1 5

° Ver material y métodos.
* Foliculos mayores.
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CUADRC 6

Se observa difmetro folicular, tipo de frotis vaginal y nGmero de ca-
pas vaginales de cabras no gestantes y sin cuerpos liiteos ordenadas -
por mes de obtenci6n de la muestra.

Dismetro Frotis Ntm. de

‘Mes Folicular Vaginal Capas
(mm) " (tipo) Vaginales

Febrero 2
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Presencia de espermatozoides en frotis vaginales de Ovejas.

Estado fisiol6gico
del animal

Gestante
tH

Vacia con C.L. de ciclo
"

Vacia sin C.L.

CUADRO 8

Tamafio del
Embri6n y
o Feto (cm)

2.0 +
11.0;11.0
6.0
33.50
36.0

16.0

Didmetro Cuerpo
Folicular Liiteo
(mm) (g)

3 -1 .67
3-1 .74;.58

2 -2 .53
1-0 .70
1-0 .74
0-0 .53
4 -1 .36
3-3 .67
4 -2 --

Presencia de espermatozoides en frotis vaginales de Cabras.

Estado Fisiolégico
del animal

Gestante
Vacia con C.L. de ciclo
1

Vacia sin C.L.
1"

+ Feto Macerado,

Tamafio del
Embrion y
o Feto (cm)

7.0

NSRRI ORI S

Difmetro
Folicular
(mm)

w

ek B = = RN NN N W RN N RO S

Cuerpo
Lateo

(2

.52
.78
.86;.73;.50
.88
.69

Frotis
Vaginal
(tipo)

o BN N i N e

Frotis
Vaginal
(tipo)
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D1SCUSICON
Animales Gestantes _

" En las ovejas el tipo de frotis 1 (predominio de'células multiformes
con nficleo mediano o picnético) se presentb mayoritariamente en estos ani
males, aunque los tipos 2 (cglulas redondeadas con nicleo mediano en ma--
yor cantidad y pocas con nficleo picnStico) y 3 (predominio de acGmulos de
c8lulas pequefias con nficleo grande en relacién al citoplasma) se presenta
ron también. E1 tipo 2 se podria considerar una fase previa al tipo 1. -
Esto difiere de lo reportado por Ghannam (1972) ya que en nuestra muestra
este tipo 1 parece ser independiente del CL y del foliculo y puede deber-
se a una modificacidn del metabolismo enddcrino debido a las consideracio
nes de cria y manejo, elementos que no pueden evaluarse en nyestras de --
rastro. (Cuadro 1)

En las cabras, el tipo 3 y el tipo 2 predominan en los animales ges-
tantes, el tipo 2 se reporta en la literatura como caracteristico de la -
gestacion (Ghannam 1972), El frotis tipo 3 establecido en este trabajo -
no se encontrd reportado en trabajos anteriores.(7,10,24,26,31) La dife-
rencia entre especies puede atribuirse a una mayor cantidad de tejido 1d-

" teo, que produce mds progesterona en las cabras, (Cuadro 2)

La diferencia significativa que hubo de la masa total de los CL en--
tre ovejas y cabras, se puede explicar si tomamos en consideracibn que el
CL de las cabras es el finico que proporciona progesterona durante toda la
gestacién,

Animales no Geétantes con CL de ciclo

En cuanto a los animales no gestantes, pero con la presencia de CL -
en las ovejas se nota que predomina el tipo 1 nuevamente, esto puede de--
berse a la presencia del CL y a la cantidad de progesterona que secreta,
que aunque no es el mismo nivel que en animales gestantes, tal vez propi-
cie los mismos cambios epiteliales, Cabe mencionar que de acuerdo a los
meses en que se realizd el muestreo (febrero a junio) estos animales debe
rian haller estado en época de menor actividad ovirica (De Lucas, 1983). -
Aunque la etapa del ciclo estral no puede ser precisada con certeza, el -
grado de desarrollo de las estructuras del ciclo ovdrico nos permiten cal
cularla, El frotis tipo 4 (células polihédricas grandes con nficleo media
no) parecié estar rclacionado mis con la destruccién del CL que con el --
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crecimiento folicular, por:lo que parece corresponder al final del diestro
y el tipo 2 puede asociarse a la etapa de metaestro e inicio de diestro. -
(Cuadro 3)

Nuevamente se observa una diferencia entre ovejas y cabras en la fre-
cuencia de los tipos de frotis. EIl tipo 2 fué el mis comin en cabras no -
gestantes con CL en los ovarios y, como. se mencion6 podria asociarse al CL
del inicio del diestro y su produccién de progesterona; el ti;‘io que esta--
ria asociado al desarrollo del CL durante el metaestro es el 1. (Cuadro 4)

Animales No Gestantes sin CL

En estos animales, el frotis tipo 1 aparecié otra vez con mayor fre--
cuencia, confundiendo el efecto de los animales con gestaci6n o CL, 1o que
no pemite el uso de esta técnica con fines de diagnstico certero de la -
gestacién. Conforme se acerc6 la fecha del perfodo de actividad ovéirica -
se incrementaron los tipos 2 y 4, quizd por el aumento en la secreci6n de
estrdgenos. (Cuadro 5)

En las cabras el tipo 2 vuelve a predominar en animales sin CL; con--
fundiendo los efectos de gestaci6n y diestro con los de anestro; lo que im
pide el uso prictico del frotis vaginal. (Cuadro 6)

En algunas muestras se detectd la i)resencia de esf)ermatozoides, pero
en ninglin caso estuvo asociada con animales en estro, porque los foliculos
estaban muy pequefios, esto parece deberse a que en las condiciones de aci-
namiento del rastro, los machos montan indiscriminadamente.(Cuadros 7 y 8)

En cuanto a la biopsia vaginal se observé que tanto las ovejas como -
las cabras gestantes estuvieron dentro del rango mencionado }')or Ghannam --
(1972) y Richardson (1972) el cual consta de 3 a 6 capas vaginales. (Cua-’
dros 1y 2)

De las ovejas con CL de ciclo, la mayoria estuvo dentro del rango que
d4 Ghannam (1972) para animales en diestro (4 a 6 capas), y la minorfa pa-
ra 1a que di6 el mismo autor (8 a 15 capas) en 1a fase de metaestro e ini-
cio de dlestro (3 a 6 dias del ciclo). (Guadro 3)

Sin embargo en las cabras con CL de ciclo se mostrd una distribucitn
mis o menos uniforme, pues s6lo un poco mis de la mitad estuvo en 1la canti
dad de capas para diestro y, el resto para la fase de metaestro, (Cuadro 4)
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Referente a los animales sin CL de ciclo y no gestantes, tanto ove--
jas como cabras, casi todos los animales entraron en un rango de 4 a 8 ca
pas vaginales. Ahora, segfin se observé anteriormente estos animales esta
ban en época de menor actividad ovdrica, ya que no habia estructuras ovi-
ricas bien desarrolladas que nos indicaran alguna etapa especifica. Gha-
nam (1972).y Richardson (1972) mencionan para éstos animales un rango de
4 a 10 capas vaginales, por lo que nuestras muestras entran dentro de es-
ta clasificacitn, (Cuadros 5 y 6)

En general los resultados obtenidos, mostraron una variacién conside
rable que impidié su agrupamiento o generalizacifn segfin las estructuras
oviricas presentes (CL o foliculos). Lo anterior discrepa con estrudios -
realizados en estas especies por otros autores y puede atribuirse a dife-
rentes factores presentes en los muestreos de rastro: variabilidad racial,
nutricional y de mannejo reproductivo f)rincipalmente. A lo que debe agre
garse el factor latitud y clima substancialmente diferente en México de -
Inglaterra, Sudafrica o Australia. Por lo anterior la confiabilidad de -
estas técnicas sélo podria evaluarse en la medida que puedan reducirse --
los factores de variaci6n antes mencionados.

También podemos sefialar que a pesar de que estas especies siempre se
han estudiado juntas, no se deben considerar iguales, ya que aparte de --
las diferencias que presentan en otros aspectos, éste estudio demostr6 --
una vez mds las variaciones en lo referente a su actividad reproductiva.

Para concluir se recomendaria que este trabajo experimental se reali
zara en el lapso de un afio minimo para poder confiar plenamente en los Te
sultados obtenidos, pues México por sus variaciones climiticas debe tener
mtrones diferentes,
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ANEXO 1

MEtodo de Papanicolau

-~ Soluciones: EA - gg Equiyalennte - gg
- Eosina Y (amarilla) ‘ 10¢g
- Pardo Bismark Y (brown) B o 10g
- Light Green S F Yellowish 10¢g
- Agua destilada, 300 cc
- Alcohol Etflico 95° 2,000 cc
- Acido FosfotGngstico 4g
- Carbonato de Litio saturado 20 gotas

Cada uno de los colorantes se disuelve en 100 cc de agua desti-
lada, o sea, se hacen soluciones al 10%.

A los 2 litros de alcohol se le agregan 45 cc de Eosina amari-
1la (solucidn), se agregan 10 cc de Pardo de Bismark, 9 cc de Light
Green, se miden los colorantes hasta completar 2,000 cc de alcohol.

Se agitan muy bien y se le agregan 4 g de Ac. Fosfotungstico,
después 20 gotas de Carbonato de Litio (solucifn saturada), se agi-
tan nuevamente hasta que se disuelva bien; se guarda la solucién en
frasco ambar. Se filtra cada vez que se utilice.

EA - 65 .- FEn lugar de poner 9 cc de Light Green se ponen 45 cc

-- Solucién de 0G - 6

- Cristal de Orange G 10 g

~ Agua destilada ' 100 cc

- Alcohol de 96% 1,000 cc

- Acido Fosfotungstico 0.15g

Disolver el Orange G en el agua destilada (100 cc) para hacer -
la solucién al 10%, se deja reposar ! semana., De esta solucifn se r
toman 50 cc completando a 1,000 cc de alcohol de 96% sgregando 0.15
g de Ac. fosfotunstico; se guarda en grasco obscuro y se deja repo--
sar. .

-- Solucién de Hematoxilina de Harris

Para preparar 1 litro:

- Hematoxilina en polvo .5g

- Alcohol al 96% -~ 100 cc
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- Oxido de Mercurio rojo 2.5¢g
- Alumbre de Potasio 100 g

Procedimiento de rutina: (Para frotis vaginales, cervicales,
endocervicales de aspersifn endome-

trial).
1.- Frotis fijados en alcohol &ter o al 96%
2,- Alcohol al 8Q% 2 minutos
3.- Alcohol al 70% 5 remojadas
4.- Alcohol al 50% 5 remojadas
5.- Agua destilada 5 remojadas (se puede usar agua de la

llave)

6.- Hematoxilina de Harris 6 minutos
7.- Agua (1avado)
8.- Alcohol 4cido
9.- Agua (lavado)
10,-Carbonato de Litio virar
11.-Agua (1avado)
12.-Alcohol al 50% 5 remojadas
13.-Alcohol al 70% 5 remojadas
14, -Alcohol al 80% 5 remojadas
15.-Alcohol al 96% 5 remojadas
16.-0G - 6 1 a 2 minutos
17.-Alcohol al 96% 5 remojadas
18.-Alcohol al 96% 5 remojadas
19.-EA - 50 6 65 1 a 1'30"minutos
20.-Alcohol al 96% : 3 pases de 5 remojadas cada uno,
21.-Alcohol absoluto 2 pases
22, -Xilol 2 pases
23, -Montar. '

Tomado del SMITH, E. M. y SGHMIDT, D. A, (1973) Citologfa Diagr

~néstica, En Patologfa Clinica Veterinaria, Medway W. et al Edit, -~
U.T.E.A, México.:485+505.

i
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ANEXO 2
Rutina histol6gica y tinci6n con Hematoxilina-Eosina de la Fa-
cultad de Estudios Superiores Cuautitlén de la Universidad Nacional

Auténoma de México:

Procedimiento:

- Encapsulado de 6rganos previamente fijados en formol al 10%.

- Se lavan en agua corriente por espacio de 1 hora, para posterior-
mente incluirlas en el Histokinette, este aparato agiliza el tra-
bajo, ya que se podria realizar manualmente, pero es muy tardado
Su finalidad es la de deshidratar, alclarar e incluir el parafina
los 6rganos a trabajar.

1.- Fijaci6n y lavado.

2.- Alcohol al 50% 2 horas

3.- Alcohol al 70% 2 horas

4.- Alcohol al 90% - 2 horas

5.- Alcohol absoluto 2 horas

6.- Alcohol absoluto 50% y Benceno 50% 2 horas
7.- Benceno 3 horas

8,- Parafina 3 horas

9.- Parafina hasta 4 horas

10.- Preparacién del bloque;

Se vierte parafina en un molde de metal y con unas pinzas se
cambia el 6rgano del Gltimo bafio de parafina alcmolde, acompafiado de
la clave que lo identifique.

Al obtener los blogues se rebajan en un microtomo para ﬁosterr
riormente proceder a hacer los cortes finos ( a 6 micras), Antes
de realir los cortes finos, los cubos de parafina que contienen las
muestras se colocan en hielo, (con la finalidad de que si los tejiee
dos estén muy secos, absorvan algo de humedad)y asI se obtenga un
corte completo del 6rgano. En seguida los cortes se colocan en un -
bafio flotaci6n de tejidos con el fin de que se extiendan perfecta=-
mente para posteriormente colocarlos en los portaobjetos, El sirc-
guiente paso es colocar los bortaobjetos en una ﬁlatina ﬁara que ¢l
corte se adhjera al cristal,
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Tinci6n:
La coloraci6n utilizada fué la de rutina:
Se colocan los portachjetos en canastillas para tincién
1.- Desparafinar en xilol de 5 a 10 minutos (dos pases)
2.- Rehidratar: - alcohol absoluto 5 minutos
- alcohol al 96% 5 minutos
- alcohol al 70% 5 minutos

3.- Lavado en agua corriente

4,- Tinci6n con Hematoxilina 10 minutos

5.- Lavado en agua corriente hasta que ya no suelte color
6.- Aclarar en alcohol dcido segundos

7

.- Lavado en agua corriente
8.- Viraie en agua amoniacal
9.- Lavado en agua corriente
10,- Tinci6n con Eosina 5 minutos
11.- Deshidratar: - alcohol 96° 5 minutos
‘ - alcohol absoluto 5 minutos
12.- Aclarar en xilol 5 minutos
13.- Dejar en xilol limpio hasta el momento del montaje
14.- Montar con resina sintética o bilsamo de Canadd
15.- Observacidn de laminillas,
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