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RESUMEN

Sc estudio el ciclo estral y gestacion de la hembra tepezcuintle (Agouti paca), por medio de
la citologia exfoliativa de la vagina, con el fin de determinar la duracion promedio para cada etapa
del ciclo.

El tepezcuintle es un roedor histricomorfo de la region neotropical que habita desde México
hasta Argentina (19,22,28).

La mucstra consta de cuatro hembras Agouti paca en cautiverio, las cuales se encuentran
confinadas en la Reserva Ecoldgica del Parque de la Flora y Fauna Silvestre Tropical de la
Universidad Veracruzana, en Catemaco, Veracruz, México.

Las muestras fieron tomadas diariamente por un periodo de nueve meses. La obtencion del
material para los frotis vaginales se realizo segin Ia técnica utilizada para caninos y felinos (4,6,7).

Las muestras fucron pr das siguiendo 1a técnica para tinciones hematologicas (anlll
y Gicmsa); asi como fa de Papanicolaou Modlﬁcado segin las ¢ daci del hospital g
D.F. México.

Los promedios obtenidos para cada etapa en las hembras de Agowti puca, en dias, fueron los
siguientes:

Proestro: 2.66 dias (rango de 1 4 5); estro: 2.7 dias (rango de 1 a 6); metaestro: 4.2 dias (rango de
2 a 6); diestro: 21.84 dias (rango de 9 a 41); ciclo estral: 31.23 dias (rango de 18 a 51); y, gestacién
de 127 dias.

Las ohservaciones en ¢l proestro de una elevacid ble de las células intermedi
(10-25%), generalmente acompaitada de globulos bl Posteriormente se observo ¢l sumento
de células superficiales anucleadas con apariencia pavimentosa (85-100%), y una ausencia total de
globulos blancos, caracteristica del estro. La transicion del estro al metaestro se manifesto
macroscopicamente por la aparicion de un material con aspecto caseoso en el frotis vaginal y una
clevacion sibita de los globulos blancos. Después de estos eventos hubo una licuefaccion de la masa
cascosd. También se encontré en el frotis, una elevacion de células intermedias (7-25%), célul
parabasales (<5%) e incluso células parabasales con un newtrofilo en cl citoplasma (-3%),
cacacteristicas del metaestro.

En el diestro, se obscrvaron dos patrones de comportamiento celular, una ligera baja de
células intermedias y un aumento de las células supcrf ciales nucleadas y anucleadas y
el segundo que istio en por j ilares para las células intermedias, superficiales nucleadas
y anucleadas, IEn ambos patrones, hubo un ligero descenso en el porcentaje de glébulos blancos,
mismo que podia ser fluctuante.

Durante la gestacion ¢l pnlron celular fue similar al diestro, la \inica variante, fuc la presencia
de células naviculares, a partir del primer tercio de la misma .




INTRODUCCION

Situacion actual de los mamiferos silvestres. Las (ltimas cuatro décadas los bosques han

sufrido un acclerado proceso de transformacién como ia de la explosion demografi
la construccion de caminos y carveteras, ¢l desarrollo y expansion de la ganaderia iva, el
mejoramiento y aumento de las armas de fuego y la creciente inmigracion de habitantes de otras

partes del pais (2,5,15,39).

Este proceso ha sido tan rapido ¢ i que de alg habitats hoy sdlo quedan vestigios
y otros s¢ encuentran muy alterados. Evidentemente [a transformacion de los ambi les ha
modificado tambicn las idades faunisticas iadas a ellos, do un cfecto determinante

cn la distribucion, abundancia y diversidad de las especies animales que las conforman (2,39).
En ¢l tropico se han abierto pastizales a costa de la destruccion de bosques, sclvas y otras

comunidades vegetales, con la consiguiente extincion de la fauna nativa (11,15,39).

Los diferentes niveles de transformacion, en combi con la itud de los f:

humanos que la causan, dan como resuitado que el grado de alteracion en el ambiente sca muy

variable. Pueden encontrarse zonas donde por la climinacion de la vegetacion y la subsecuente erosion

y pérdida del suelo, ya solo qued t fl i T y la mayoria de los vertebrados
nativos esta ausente. Por otra parte, una region agricola prospera puede sostencr un buen nimero de

mamiferos pequefios y medianos, y si se pr an bosquetes intercalados, pueden resistir

como el venado de cola blanca, Un bosque de coniferas pucde estar sujeto a una explotacion forestal
y albergar una fauna abundante; también puede ser que la vegetacion se encuentre en buen estado,
pero que cf exceso de caceria haya disminuido la abundancia y diversidad de la fauna (2,39).

De acuerdo con lo anterior, pueden identificarse mamiferos que han podido tolerar las

b + 1

condiciones de areas agricolas y ganaderas, cuyas p se han estables ¢ i

se han visto favorccidas en algunas zonas. En esta situacion sc encuentran ¢l tlacuache comin
(Didelphis marsupialis), tlacuache cuatro ojos (Philander opossum), concjo de monte (Sylvilagus
sp) coyote (Canis latrans), zoma gris (Urocyon cineroargenteus), mapache (Procyon lotor), zorrille

rayado (Spilogale gracilis) y zomillo de espalda blanca (Conepatus mesoleucus). El area de



distribucion de algunas de estas especies estd aumentando a medida que avanzan las arcas

transformadas (2,39).
Si los campos agricolas y areas ganaderas estan i ladas con dreas de bosque o watorrales
darios d Ig mamiferos grandes y medianos pueden resistir, en namero reducido.

Algunos de ellos son cl hormiguero arboricola (Tamandua tetradactilia), puerco espin (7ayassu
tajacu), tepezeuintle (Agouti paca), guaqueques (Dasyprocta punctata), coati (Nasua narica),
martucha (Potos flavus), vicjo de monte (Tayra barbara), ocelote (Felis pardalis), tigrillo (Felis

wiedii), leoncillo (Felis yaguaroundi), pecari de collar (Pecari tqjacu), venado cola blanca

(Odocoileus virginianus) y (Mazama americana) (2,39).

Por otra parte, la caceria furtiva, el trifico ilegal de pieles y animales vivos a que sc ven
sujetas varias especies de mamiferos como los saraguatos (4/ouatta palliata) , mono araiia (Ateles
geoffroyi), armadillo (Dasypus novemcinctus), zorra gris (Urocyon cineroargenteus), martucha
(Potos flavus), coati (Nasua narica), tigrillo (F. wiedii), ocelote (F. pardalis), venado cola blanca

(Odocoileus virgini Yy e (M. americana), constituye una grave amenaza que debe

ser detenida urgentemente (2,15,39).

14 1 s

Al indiscutible valor intrinseco de los mamiferos por el papel gico que ¥ en

los ecosistemas naturales, desde un punto de vista antropocéntrico, en la bitima década en nuestro
pais ha crecido enormemente el interés por realizar un inventario de nuestros recursos biéticos, y los

investigadores ¢ instituciones encargados de ¢sta ardua tarea, se han encontrado grandes sorpresas,

entre las cuales destacan: un territorio cuya variedad y nimero de especi imales y v les ha

11 d

la ion a nivel intemacional, debido a que en México se unen dos importantes zonas

biogeograficas , que da como resultado esta gran riqueza de especics, sin embargo, también se sabe

1
& *

que tanto como ya no se encuentran en un estado optimo en sus

8
areas de distribucion, y asi tenenios que existe una clasificacion para todas aquellas especies que estan
cn estos casos, de tal forma que las hay: raras, amenazadas, en peligro de extincion, extintas, fuera

de peligro o indeterminado y sujetas a proteccion especial (9,15,34,39).



GENERALIDADES DEL TEPEZCUINTLE.
El nombre tepezcuintle ¢s de origen nahuatl, y se deriva del tepetl (cerro) e itzcuintli (perro),

2jo p lapa,

guagua, guarda tinaja, tinaja, paca, borugo, tuza real, pintada (2,19,22), spotted cavic, bend ana,

es decir, perro de monte (1,12,14). En otros paises se le lama

sule, tudlo, kuri, gibnot, hei, jaleb, lappe, haleb (24).
La longevidad en cautiverio se informa hasta de 16 aiios (14), con una variacion de 15 a 18
anos (24).

DISTRIBUCION GEOGRAFICA.
Se ra distribuido desde México hasta el norte de Argentina, y habita entre los 0y 1700
msam (1,12,19,22,28,37,39,40,41).

En México, se distribuye en bosques tropicales desde et este de San Luis Potosi, hacia ¢l sur

y este extendiéndose hasta Veraciuz, Chiapas, y la Peninsula de Yucatan (39); ademas del estado de

Oaxaca ( cominucacion personal de gente de fa region).

CLASIFICACION ZOOLOGICA.
HISTORIA. Apartir de 1762 se cuenta con la primera descripcion para el tepezcuintle hecha
por Linneaus-Brisson, y le llamé Mus paca. A través de los afios se han dado diferentes nombres a
esta especie, debido a las caracteristicas que de clla s¢ han ido encontrando y describicndo (28).
Existe una larga lista que cita cada uno de los cambios que ha sufrido en su nomenclatura
cientifica, finalizando esta con la denominacion de Agouti paca dada por Krombingel en el aiio de
1940 (28).

La clasificacion que cominmente sc da para cl tepezcuintle es:
Reino  Animal

Tipo  Vertebrados

Clasc  Mamiiferos

Subclase Placentarios

Orden  Roedores



Suborden Histricomorfa

Familia Agoutidae

Género  Agouti

Especie 4. paca(1,13,19,27,31),
Otra clasificacion encontrada es:

Familia Dasyproctidae

Subfam. Agoutinae

Especie 4. paca (1,33,40).
Otros géneros con los que sc clasifica son;

Cuniculus paca (14,22)

Coelogenys paca (39)

Se cinco subespccics de las cuales, la clasificada para Catemaco cs Agouti paca
nelsoni (13,28).

DESCRIPCION.

Es un roedor histricomorfo originario de la region neotropical (19,22,31). Se le denomina
histricomorfo debido a alg pectos de su fisiologia y particularmente, aspectos reproductivos
que son caracteristicos, por cjemplo, tienen una b o tapon oclusi ginal que sc perfora
solamente en l estro y cf parto. Con gest pcional largas, gencralmente més arriba

de los cien dias (43). Mide de 60 a 80 cm det extremo del hocico a fa punta de la cola, este apéndice
tiene una longitud de 1.5 a 2.0 cm, ademas de que es desnuda y apenas evidente (1,2,14,24,28,39,40).
El cucrpo es robusto y ligeramente arqueado (24,40). Los adultos pesan entre 5 y 8 Kg.
(1,12,19,28,39), algunos basta 14 Kg. (1,2,24,28,39.40). El pelaje ¢s tosco, corto y brillante, su color

varia desde castaito hasta café oscuro. A ambos lados del cuempo tiene varias lineas de puntos blancos

(1,2,19,39,40), que son imis numcrosas en los animales jo (28). La cabeza es un poco ancha y
voluminosa, el cuello corto y grueso y los ojos grandes de color café oscuro (24).- ‘ s

La (drmula dentaria para los adultos es: I 1/1, C 0/0, PM l/I M 3/3 (27,28 ;10) La panc
ventral del cuello, fa intemna de las extremidades y el vientre Son dc color blnnco .2 I9) Las ochas

son pequedias. Posce vibrisas largas y numerosas, debajo de lns OI'OJHS y dclras del o}o (2 l9 24 28)
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Sus extremidadecs anteriores tienen cinco dedos y son mis pequeiias que las posteriores, en

las que sc han reducido los dedos primero y quinto (2,19,28,39); a diferencia con lo reportado por

Vaughan (40), que iona que estos animales tienen cuatro dedos en las extremidades anteriores,
y cinco dedos en las posteriores. Debido a que sus dedos son larges, ticnden a una condicién
digitigrada, Uiias gruesas y despuntadas (28).

El sexo se puede detenminar extenamente, en el craneo de los machos porque tienen una

mayor anchura del cigomatico que las hembras (19,21,28), en animales jovenes que no presentan esta
diferencia morfologica tan marcada deben ser examinados hasta sentir el hueso peneano en los
machos (19,21). Los érganos genitales externos en ambos sexos estan ocultos en un saco anal (28),
No hay escroto verdadero en ningin histricomorfo (44), y los testiculos estan sostenidos en ¢l canal
inguinal o abdominal (28,44).

En la hembra, ¢l sistema mamatrio es desarrollado a partir de engrosamicntos de la epidermis
(44). La hembra presenta un par de glandulas mamarias axilares y otro inguinal (14,28,31). Kleiman

(44), sugirié que la posicion del pezon determina la posicion de la ) ion, la cual estd imy 1 por

si misma por la nccesidad de estar alerta a la hora de amamantar (44), aungue en cautiverio se
menciona que la hembra se acuesta sobre un costado, con la cria de frente, clla la rodea con sus
extremidades (22).

Los principales depredadores del tep intle son camivoros salvajes, como el jaguar (Felis
onca), puma (Felis concolor), ocelote (Felis pardalis), caubreiiero (Felis yaguaroundi), coyote
(Canis latrans), el lagarto (Cocodylus sp), tigrillo (Felis wiedii), onza (Felis tigring), y boa (Boa
constrictor) (19,28).

L1,

Lasj i se tran r id

pues cs victima de la caceria sin control, ya que
desde ef punto de vista de alimentacion humana, llega a constituir una fuente iﬁlpoﬂantc de proteinas
para los habitantes de fa sclva lacandona y en general del Sureste de México, por lo cual es
perseguido con intensidad (1,13,19,24,31,36). L

HABITOS. .
El tepezcuintle ¢s un animal de habitos noctumos que habita en la sclva alta perennifolia

(1,12,13,19,22,24,26,27,39,40,44); se le encuentra en todos los tipos de bosque tropical y en bosque

6



mesofilo de montaiia; penetra algo en las zonas templadas, principalmente a lo largo de las caiiadas
(2,22,28,39).

La mayoria del tiempo lo pasa oculto en madrigueras subterraneas (14,19,31); es un animal
de actividad basicamente noctuma y costumbres solitarias (2,12,24,39,40). El dia lo pasa dentro de
madrigueras que comunmente son grandes galerias de algin arbol corpulento (2,12,24,39). La
mayoria tiene varias madrig 0 usan alt arboles h , 1 0 de picdras
(2,13,19,39).

La hembra y el macho viven en cuevas separadas, cada uno en el extremo del teritorio, de

esta mancra lo defienden, marcan su territorio defecando u orinando en los riachuclos que atraviesan.

Aunque ¢l macho y la hembra no viven juntos, son O Son de temp timido
(14,19,22,24,36,39).

Cuando sc les perturba, emiten un sonido semejante a un maullido, a manera de amenaza
(2,19,22,28,39,40). Cuando cs do exhibe pil ion y fiea los di con un rechinid
(22,28).

Los rastros son mas comunes de encontrar en zona alta perennifolia que ¢n zonas perturbadas.

'y n 11

En la selva son ¢ t los

syl asi como veredas bien definidas, que son

poco sinuosas y sin bifurcaciones (13,14). Prefieren los riachuclos y playitas didas para tomar

agua, lugares donde sus huellas son muy numerosas (13,40). Se le ha observado en manglares cuando
la marea baja (19).

El tepezcuintle es herbivore; come pran diversidad de frutas, semillas, raices, follaje, cortezas
y tallos de plantas diversas (2,14,19,24 40). Sin embargo, pueden ser inducidos a comer una varicdad

de alimentos que incluyen: pellets, tortillas y residuos de ida casera en peq porciones que

aceptan (14,28,36); pueden llegar a ser omnivoros (20,28). En ocasiones come productos cultivados

como maiz, caiia de aziicar, melones y calabazas. Nunca ingiere las cascaras de las frutas, les gusta

comer en lugares oscuros y acarrcan cl ali ay protegidos {lamad deros
(19,22,27,28,39). En cautiverio sc observo que el ali es partido con los animales de la
colonia, Los jovencs toman la fruta que los adultos estan comicendo. En alg ocasiones ¢l alimento

esingerido fiera de la madriguera, en otras dentro de esta, En este caso, los desechos son empujados

con el hocico hacia una de las entradas donde los acumulan. Las hembras en estado avanzado de
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gestacion permanecen dentro de la madriguera a donde cualquier miembro de la colonia les lleva ¢l
alimento (22).

CARACTERISTICAS REPRODUCTIVAS.

Existe poca informacién especifica sabre la reproduccion de tep intle (19,21,36). De

acuerdo con lo que dice Gaumer (39), los pacas se aparean al principio de invicmo y la hembra pare
en lu época de secas (39). Aunque se reporta que no hay indicacién de nacimientos por temporada
o variacion de edad especifica significativa en la fecundidad. Cria todo el afio. (19,27,28). S¢

q 1

que p ref irse de una a tres veces por aiio (28).

Una hemb icza apar su ciclo nonnal de perforacion vaginal a los dos meses,
y otras de cuatro a cinco meses de edad , ¢ incluso hasta los nueve meses de edad , y la madurez se
alcanza hasta el afio (28).

Los machos llegan a mostrar interés sexual (olfateando vagina y montando) hacia las hembras,
hasta los tres o cuatro meses de edad (36).

En las hembras, ¢l ciclo cstral es de aproximadamente 31 dias, el periodo de gestacion es de
114 dias (variacion de 85 a 156 dias) y presenta un ciclo despucs del parto y un anestro por lactancia
(19,20,21,22,27,28,31,36). El intervalo entre partos es de 191 dias para hembras silvestres. Se
menciona gue en cautiverio hay estro post-lactacional, ademas del estro post-parto (28).

Sc sup que p a ovulacion espontanea y que no se requicre la presencia del macho

para la apertura de la vagina (20,44).

La hembra del tepezcuintle presenta una membrana oclusora vaginal, cerrada antes de alcanzar
la pubertad (44), en gestacion y entre los celos (31). Observandose, que ésta se abre, cn el momento
del parto y durante el celo (31). Parece probable que se den dos camadas al aiio y cada parto consiste
de una cria, rara vez dos (2,13,27,28,36),

Un signo extemo de preiiez ficilmente observable cs el alasgamicnto y enrojecimicnto de los
pezones, sobretodo los inguinales (31). Cuando van a parir las hembras se alejan  de los demas
miecmbros de! grupo, y no permiten la entrada a su madriguera de ningiin animal excepto a su

compaiiero (22).



Las crias al nacer pesan de 450 a 600 g (2,19,22,36,37), y se menciona que hasta 800 g (28),
con 23 cm de longitud promedio, y 16 cm de alzada promedio (22); tienen el pelaje completamente
formado, generalmente los ojos abiertos y pueden caminar (2,19,22,36,37). La hembra amamanta
a su cria durante scis meses aproximadamente; en este tiempo comparten la cueva. Una vez destetada,
la cria es expulsada del territorio de los progenitores (20,39). En cautiverio se observé que toman
alimento sélido después de las tres semanas de edad (22,28). Para animales silvestres sc sugiere que

hay una lactacién no mayor a las dos semanas (28).

SITUACION ACTUAL DEL TEPEZCUINTLE.

La situacién del tepezeuintle es critica. Sus poblaci les estan mermando en tal
forma, que hacen pensar en su total agotamiento en has regi donde fueron abundantes
(5,27,40).

Hay informes de que en Honduras se encuentra en peligro de extincion (45). En Panama se
encuentra cnlistada dentro de las especics protegidas por el gobierno (24); y en México hasta 1994
T 9).

La destruccién constante del bosque tropical hace que su supervivencia sea cada vez mis

bt

no se han ido datos oficiales al r

dificil (13,22,27); se menciona que en las zonas transformadas, generalmente resiste en cualquier sitio
que le proporcione suficiente refugio y alimento (2). Debido que en algunas localidades se les
considera plaga agricola, los cazadores aprovechan su visita nocturna a las milpas y los persiguen con

su lampara y escopeta (39).

En algunas zonas donde ¢l denso bosque ha sido ado no se a 0 son muy

escasos. Aunque también debe citarse el factor de que se caza con exceso; debido a que se comercia

1 d

con su came, y las pieles también se , pues son bien curtidas se hacen muy suaves y

por ello son valiosas {14,28,39).



ANTECEDENTES GENERALES
IMPORTANCIA DE LA CITOLOGIA VAGINAL:

El continuo crecimiento de los epitelios tiene como encia 1a produccién de célul,

exfoliativas, que a veces sc acumulan en diversas cavidades, de las que pueden ser obtenidas para su
estudio citoldgico (35).

La citologia vaginal exfoliativa es itil para la historia y examen clinico en la d
del ciclo estral, principalmente en perras, aunque puede ser aplicada en cualquier especie (4,32).
Estos di ginales pueden revelar ademas los cambios hor les, ya que estos se
reflejan cn ¢l cpitelio vaginal (35). Ademas han estado dirigidos principal hacia métedos de
determinacion del tiempo propio para cl ap, iento, r imi de desord reproductivos

y para la deteccion temprana de la gestacion (6).

FUNDAMENTO,

El principio de la citologia vaginal exfoliativa se basa en determinar el tipo y cantidad de
células de las diferentes ctapas del ciclo estral, ya que los cambios hormonales que sufie la vagina

durante ¢l ciclo, sc reflejan en la morfologia de sus células cpitcliales.

TOMA DE MUESTRAS,
Cualquiera que sea ¢l origen de las células, su fijacion répida es esencial para cvitar la

alteracion celular. Se preficre alcohol etilico puro para la fijacion del frotis y muestras colectadas,

do sc dispone de alcohol absoluto puede eplearse alcohol metilico o isopropilico para conservar

muestras liquidas y acetona para fijacion de los frotis preparados (35).

Varios tipos de tinci han sido para inar frotis v En general hay dos

q

tipos de tinci mis son la tincion tipo Romanowsky o supravital (Wright,

Giemsa, Diff Quick) y tincion tipo Papanicolaou y sus derivados, tales como la tricromica de Sano.

Las tinciones tipo R ky son mas rapidas y disponibles en situaciones practicas (6,32).
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TINCION TIPO ROMANOWSKY

Son. econdmicas, facilmente disponibles, de preparar, mantencr y usar (32). Tifien

gani y el citop con

detalle (6,32). El nicleo o detalle nucleolar
no se percibe como con las tinciones de Papanicolaou (32).

Los frotis para teiiirse con R ky son dos al aire primero. El sccado al aire

preserva parcial ("fija") las células, y causa que se adhieran al portacbjetos, de manera que no
se desprendan durante el procedimiento de tincion (32).

Después de secarse al aire, el frotis es sumegido en ! absoluto como método de

fijacion. En esta tincion sc evidencian bacterias y otros microorganismos (32).

TINCION PAPANICOLAOU.

Esta tincion delicada, da un excelente detalle nuclear y poco detalle citoplasmatico. Concede

al observador poder ver las capas de células y evaluar los cambi learcs y nuclcololares muy bien.

No tiiien al citop tan fuert como las tinci tipo R ky. y por lo tanto no

muestran cambios citoplasmaticos (32).
Esta tincion requicre miiltiples pasos y tiempo considerable. La tincion tipo Papanicolaou y
sus derivados requieren ser fijados en himedo, por ejemplo, el frotis debe ser fijado antes de que las

células hayan sido sccadas (32). Usualmente se obtiene esto, rociando con fijadores citologicos o

toueiond

en ctanol inmedi ¢ despuds de la preparacion (32,35).

int

CICLO ESTRAL Y CAMBIOS CELULARES VAGINALES EN RATAS.

L.os cambios vaginales en la rata estan definiti relacionados con el ciclo estral y es

excepcionalmente claro que el frotis vaginal es un excelente medio para determinar el estado del ciclo

(3). El periodo de aparicion entre uno y otro estro, es definido como ciclo estral, esta caracterizado

por cuatro fases mayores: proestro, estro, metacstro y dicstro (3,16,23). ) ‘
Durante el metaestro ln pared vaginal es himeda y rosada, pero en cstro esti seca, blanca y

opaca. Esos cambios estdn asociados con la comificacidn del estrato superficial durante el celo y I

extensa descamacion al final de ¢ste periodo. Puede notarse que esos

a aquellos ocurridos en los ungulados domésticos, ya que cn estas especies no hay comificacion,



siendo la musificacion la caracteristica en estro. Durante este periodo el epitelio es de cuatro a siete

¢lulas de profundidad con una pequeiia transfi del estrato superficial y pocas

mitosis en el estrato basal. La infiltracion leucocitaria estd siempre presente. Hacia el final de este
periodo, por ejemplo, durante el proestro, las mitosis son mucho mas frecuentes y el epitelio

imcrementa de ocho a nueve capas. Las células superficiales se hinchan y llegan a ser caracteristicas

del estrato superficial, al misme tiempo y continuo di Ho, las de abajo llegan a comificarse. Estas
dos capas son gradualmente expulsadas durante el celo, y al fin de este periodo una abundante

guido por la transicion de epitelio tipo metaéstrico

invasion de leucocitos aparece. Este es
(3,16,17).

Conjuntamente con estos cambios en el epitelio vaginal hay buena manifestacion de los
cambios cn el tipo de frotis vaginal. En el intervalo de transicion, células epiteliales nucleadas y

leucocitos, con células comificadas ocasionales, son encontradas. Como el estro se aproxima, los

1 : d

p y las células epitelial leadas se i en nimero y son
gradualmente reemplazadas por células anucleadas comificadas (3,16,17).

El inicio del estro (receptividad sexual), usualmente ocurre cuando el frotis contiene 75% de
células superficialaes nucleadas y 25% de células comificadas. Este es seguido por un segundo estado

en el cual solo las células comificadas estan p Gradual Ias células llegan a tencr una

disposicion pavimentosa. Estas son células planas, células epitcliales nucleadas. Durante la tltima
parte del estado comificado la muestra en ¢l frotis se torma muy abundante y con textura cascosa. El

m P q

cn

cstro puede fi el estado Este es ido por la

1 5

q

aparicion de un gran niunero de | itos y la paricion virtual de las células comificadas.

En ¢l siguiente cuadro s ¢jemplifican dos criterios de los diferentes estadios del ciclo estral

en la rata:
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CUADRO NO. |
ESTADIOS DEL CICLO ESTRAL EN LA RATA.

AUTORES: AUTORES:

LONG Y EVANS. YOUNG, BOLING Y BLANDAU.

Estado 1. Estado 1.

Solo células pequerias, nucleadas y redond Solo células pequeiias, redondas y nuclead

Dura alrededorde 12 hs, 75% células comificadas. Al inicio del celo, el

PROESTRO. 25% de células son comificadas. Duracion de
8 a 11 horas.

Estado 111 Estado I1I.

Estado de comificacion tardio. Frotis Sdlo células epiteliales pavin

By No dmit.

p Los estados Il y 11l duran
alrededor de 27 horas.

Estado IV. Estado IV.

Células comificadas y leucocitos. Dura Sélo células pavi yh
alrededor de 6 horas.

METAESTRO.

Estado V.

Células epiteliales y leucocitos.
Dura alrededor de 57 horas.
DIESTRO.

Tomado de Asdell, 1946,

CITOLOGIA VAGINAL EN EL TEPEZCUINTLE.
De acuerdo a la informacion que sc tiene con respecto al ciclo estral del tepezcuintle, realizada
por medio de citologia vaginal, reportada por Matamoros, existen tres diferentes tipos de células y
a continuacién se mencionan:
a) Células parabasales,
b) Células intermedias.

¢) Células superficiales.

De éste Gltimo tipo de células a su vez s¢ encontraron cuatro variedades dift : (a) célul

precomificadas baséfilas, (b) células precomificadas acidéfilas, (c) células comificadas poligonales
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con citoplasma acidéfilo y niicleo picnético y (d) células comificadas acidofilas sin nitcleo.
d) Leucocitos (neutrdfilos).
En los estudios realizados por frotis vaginales han podido distinguirse tres fases del ciclo
estral, y las han clasificado como: proestro, estro y posestro (este ultimo engloba metaestro y
diestro).

Laos frotis vaginales car isticos del p se distinguen por la presencia de células
parabasales ¢ intermedias cn mayor nimero que las superficiales (60-100%). Durante este tiecmpo ¢l
nicleo de las células cpiteliales intermedias se hace picnético. En este periodo el niimero de
leucocitos es muy alto, disminuyendo al final del mismo.

Durante cl estro, el frotis mucstra de 65 a 100% de células comificadas con niicleo picnético

o sin nicleo cuando hay un mayor p ije de las mi G | hay ia de 1
en esta fase.
Los cambios generales en los frotis del p isten en la aparicion de células cpitcliall

no comificadas. Al acercarse la etapa de cierre, los frotis en posestro tenian pocas células epiteliales
maduras y gran cantidad de c¢lulas inmaduras.

La aparicion o ¢l aumento del nimero de leucocitos al disminuir ¢l indice de eosinofilia cs una
caracteristica de esta fase,

Las células encontradas en los frotis vaginales son similares a aquellas vistas cn otros
mamiferos (20).

De acuerdo al porcentaje de células encontradas al examinar el epitelio vaginal, Matamoros
(20) , hace una clasificacion de cinco tipos diferentes de ciclo estral:

CICLO A - El porcentaje de células superficiales es bajo al inicio del ciclo, sube (hasta 90%),
baja y al final sube un poco. Este tipo de ciclo cs caracteristico del celo después del parto.

CICLO B.- El porcentaje de células superficiales es alto al iniclo, baja para después subir y
mantenerse asi hasta el cierre. Este es el que se encuentra con menor frecuencia.

CICLO C.- El porcentaje de células superficiales es alto al inicio del periodo de apertura
vaginal y baja al final. La mayoria de los estros fértiles son de este tipo.

CICLO D.- El porcentaje de células superficiales es alto durante todo el periodo y el de

células inmaduras es bajo. Tienc una frecuencia de 11.76%.
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CICLOE.-- Elpo ije de células superficiales no sube del 40%, siendo siempre muy alto

clp aje de células inmad Es el que tiene el periodo de apertura menor, su frecuencia es de
14.71%.

De los cinco tipos de ciclos estrales observados, se encuentra que el C es el mis frecuente,
es probable que el proestro suceda durante ¢l periodo de cierre, y al abrir la hembra esti en estro.

El ciclo A lo presentan la mayoria de los celos posparto.

Los ciclos B, D y E pueden considerarse atipicos por su poca frecuencia (20).

Cabe mencionar que el trabajo anterior no especifica la manera en que fueron tomadas las
muestras, asi como hace referencia que las mismas, sélo eran tomadas en ausencia de tapon vaginal,

por lo que no se hizo el scguimiento diariamente.
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I
OBJETIVOS

Los objetivos del p bajo son los siguientes:

Caracterizar los tipos celulares presentes en las diferentes etapas del ciclo estral del
tepezcuintle por medio de citologia exfoliativa vaginal.

Determinar la localizacion anatomica del tapan vaginal y su posible influencia en la toma de
muestra.

Determinacion de la constitucién histolégica del tapén vaginal mencionado.



MATERIAL Y METODOS.

a).- Material biolégico.

El presente trabajo sc realizé en la reserva ecologica denominada Parque de la Flora y Fauna
Silvestre Tropical, pertenccicnte a la Universidad Veracruzana; localizada en el km 8.4 de la
carretera Catemaco-Coyame, a una altitud de 350 m snm; Catemaco, Veracruz, México.

El muestreo se realizd con cuatro hembras de la especie Agouti paca nelsoni, que son
propiedad del parque antes mencionado. L.as hembras se encuentran en cautiverio. El encierro
tiene medidas aproximadas de 8 metros cuadrados; el material del que esta construido es de una
pequeiia barda de concreto alrededor del area, de 30 cm de altura y de ahi al techo de malla
ciclonica, el techo es de tamina metalica. Dentro del encierro se cuenta con cinco jaulas, cuatro
de las cuales estin ocupadas por un macho cada una; la quinta jaula es la mas grande y es donde

habitan las hembras muestreadas. Esta jaula comunal, cuenta con cuatro madrigueras de concreto

(87 x 34 x 47 cm). Tambi¢ con un que para el agva de 1.6m de largo por 40 cm de
ancho y la profundidad varia de 5 a 10 cm conforme avanza el declive.

E piso del encicrro, s de malla ciclonica, cubierto de ticrra de la region, y como cama se
les pone pasto estrella, que crece en el terreno de la reserva. El encicrro se encuentra rodeado por

1,

getacion selvatica ia.

La ali acion dc los animales sc baso pri en frutas cuitivadas, de las cuales
¢l platano s la fruta que sc les proporciona invariablemente durante todo el afio, mds otra pequciia

totahel

porcion de futas y vegetales que varia segi la temporada de ha (pepino, zanahoria

chayote, aguacate, jicama, rabano, mango, ctcétera. ).

En ¢l cuadro nimero uno se¢ da una descripcion detallada de cada una de las hembras

utilizadas en la caracterizacion.
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CUADRO NO. 1
Descripcion de las hembras:

HEMBRA TALLA Y PESO CARACTERISTICAS
No. ! (Cindy) 50 cm - Adulta *. Sociable, Pabellon
8.5kg . auricular derechio a la mitad.

Mayor pigmentacion en el
dorso, pobre capa de pelo. Al
inicio del muestrco cstaba
gestante, porlo que su periodo de
muestreo comenzo el 14 de
febrero de 1994, que parié una
cria que fue encontrada muerta,

45fcn_13
6kp...

Adulta *, Pabellén auricular

No. 2 (Adriana)’ 7
. R derecho completamente ausente,

S5em i Adulta *, Cicatriz del lado

10 kg . : derecho de patron irregular y de
s e aprox. 10 cm de largo, por

debajo del pabellon auricular y la

comisura labial. Las dos orcjas

mutiladas a la mitad.

No.3 (La Gorda) -~

{40 uu al inicio y45 cmal final.. | Juvenil **. Ausencia total de
! del muestreo. cicatrices. Pelo lustroso y mas
oscuro que el resto de Jas.
hembras. Nerviosa,

No.4 (La Nifia)’

(* Nm.ida'cn Coat I

(** Nm.lda cn cl Parque de la Flora'y Fauna Silvestre Tropical.- Sé'dc_sconok:c Ia fecha cxvacm.;l-lijnv'

de lu hcmbm 0. 2):

El matcnal blologlco obtenido a pantir de cllas fieron ous_/vngmulc‘s. que counsistian en tres ;..
de cllos por cada hcmhr'l ;

Debido’ a quc no hulna encierros dlspomblcs al comenzar el pcnodo dc mucslrco, un mncho .

de aproximadamente cinco meses dl. c.d.nd pcmlancc
cldia 14 de febrero de I994

en | jaula ;comunnl Ias hcmbrac, lmsla .
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b. Material no biolégico.
- Portaobjetos (limpios y desengrasados).
- Cubrcobjetos (limpios y desengrasados).

- Hisopos.

- Fijadores ( I y etanol absolutos)
- Solucion salina fisiologica.

- Tinciones hematologicas (Wright y Giemsa).

- Tincién Papanicolaou (Gerencia General de Reactivos y Biologicos. S ia de Salud.

5!

Administracion del Patrimonio de la Beneficencia Piblica).

- ‘Fincion de Hematoxilina-Eosina.

- Jaula de contencidn: ¢sta cra rustica, fué elaborada a partir de una rejilla de transporte de
frutas de plastico, a la cual se le retiré una pared que forma el ancho de la jaula de 33 cm.. Lo que
cra la parte descubierta de la reja, se coloco malla tipo ciclonica, amarrada con alambres de acero
y cinta aislante, para formar lo que fungié como fondo de la jaula (50 x 36 cm.), que tenia la
utilidad de permitir la intromision de! hisopo dentro de la jaula, para la toma de muestra. La parte
que fité retirada de la reja, se suplio con una rejilla de alambre galvanizado que corria de arriba a

abajo y funcionaba como pucrta de acceso (60 x 27 cm.).

METODOLOGIA:

A partir de) 13 de enero de 1994, se inicio el trabajo con fas hembras, el cual consistia en
un periodo previo de observacion que durd hasta ¢l 31 de encro del mismo afio, durante este
tiempo, s¢ realizaron los siguicntes ajustes: sexado por medio de caracteristicas externas en tres
hembras adultas y en la hembra joven se realizo por medio de observacion de drganos sexuales

extemos. El siguiente paso fué juntar a todas las b en la jaula Iy posteriormente se

les colocé collar de identificion con un niimero para cada unto. A consecuencia de que los collares
les causaran irritacion en la picl, ademas de que dos de cllas sc los quitaron, se les retir6 a todas,
idenificandolas por medio de scilas particulases.

A partir del dia en que se juntaron las hembras, comenzo a tomarse muestras vaginales

piloto en dias alternados, con el fin de acostumbrar poco a poco a las hembras al mancjo, asi como
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para ir corrigiendo errores en los mismos y aminorar el estres.

Eldia lo. de febrero de 1994, las muestras comenzaron a tomarse diariamente a las 10:00
a.m., hasta el dia 31 de octubre de 1994. Durante el periodo de muestreo, se evaluaron
macroscopicanicnte los organos sexuales externos.

‘I'oma de muestra. Las células cran obtenid do un hi

po por la region caudal de la
vagina. EI hisopo era embebido en solucion salina fisiold

gica, antes de tomar la muestra. El hisopo
fue dirigido crancodorsal en toda la baveda vaginal. Una vez crancal al orificio uretral, ¢l hisopo
s¢ frotd contra la pared vaginal. El vestibulo y la fosa del clitoris deben ser elevados, a un arca
donde las células superficiales no pucdan alterar la interpretacion citologica. Las células son
entonces transferidas a un portaobjetos rotando el hisopo gentilmente sobre este. La pelicula debe

ser secada al aire en caso de tincion | logica o fijada en himedo (metanol), en caso de tincion

tipo Papanicolaou (4.6,7).

" .o

La

delostap vaginales fue direc de la vagina, al momento de tomar
la muestra para la citologia vaginal. Al introducir el hisopo se observaba la salida de una estructura

de color blanco opaco, alargada y de forma irregular con las impresi delos pli inal

) (-

de consistencia gelatinosa con grumos.

Su conservacion se hizo cn formalina al 3% inicialmente, y en solucion de Hancock
posteriormente.
Tinciones hematolégicas.
#-. Wright: El frotis previamente fijado con ctanol, se cubrié con colorante de Wright durante
3.5 min., posteriormente sc le agregd solucion buffer hasta formar wna pelicula metalica
azul-verdosa, durante 7 min. Para ﬁnnliu}r enjuagando con agua destilada y posteriormente a
chorro de agua con el objeto de remover ¢l exceso de colorante. Se dejaba secar para su posterior

observacion,

n 1ok 1

b, Gicmsa al 10%: El frotis previamente fjado con ctanol, se ) enel e
durante una hora y cuarto. Posteriormente cra enjuagado a chorro de agua, y se dejaba“ 5"@’5 L
El pr into de las ti

Cateinaco, Veracruz.

hematoldgicas s llevo a cabo durante la estancia en*
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Tincién Papanicolaou.

Después de haber fijado 1a muestra en metanol, por un periodo de 30 min., el frotis es

procesado utilizando el tren de tincion de Papanicolaou modificado, siguiendo las

recomendaciones del Hospital General, México, D.F.

El procesamiento de las mucstras para esta tincion se llevd a cabo en el laboratorio de
Analisis Clinicos de la carrrera de Medicina Veterinaria y Zootécnia de 1a Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan, este sélo se hizo en las muestras seleccionadas para la misma.

El criterio de seleccion fue cuando las muestras tefiidas con trenes de tincion hematologicas

no presentaban material sufici para ser analizad

1 , se¢ procedia a teiiir con
Papanicolaou.

Tincién de Hematoxilina - Eosina.

Esta se realizo para el pr i histologico de los tap vaginales obtenidos, Fuc *

llevada a cabo cn el Laboratorio de Anilisis Clinico, de la Fga'cuhad de Estudios Supeﬁorés =

Cuautitlan.

Aniilisis de los frotis.

I.a observacion y cuantificacion cclular de las mu

parte en el Lab io de Repr

mas profundo hasta llegar al limen (4,6,7,26,32

I. Células basales. Se

tran sobre la

grande, con escaso citoplasma .

2. Células parabasales. Son las mds pcqucnns de la c o
frotis vaginalcs. Estas células son ndondas, nencn nuclw rcdondo, y posccn In proporcion niicleo
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citoplasma mis grande de las células epiteliales v ginales que se exfoli
les prep

rutinari En
e

es, las célul,

parabasales pueden exfoliarse en planillas cuando la vagina es

frotada. Estas células son unifornics en apariencia (tamaiio y bordes) yno deben ser confundidas
con células neoplisicas .

3. Células intermedias. Varian en t

, pero generalmente son dos veces mas grandes que una
. sal. . - N .
célula parabasal. Sus nicleos son similares cn aaquellos de las célul basal

p

4. Células superficiales nucleadas (intermedias superficiales). Son mas grandes que las células

parabasales e intermedias, pero los tres tipos celulares ticnen sus nicleos de apariencia y tamafio

similares. Los bordes celulares de las células superficiales nucleadas son angulados y doblad

5. Células superficiales leadas. Son las células epiteliales mas grandes encontradas en los
frotis vaginales. Sus micleos, si estan son picnoticos. Los bordes celulares son
angulados y doblados, siniilares a los de las células superficial lead

Otros tipos celulares encontrados en frotis vaginales normales:

1. Células de metaestro. Han sido definidas como células parabasales que parccen contener un

neutrofilo en ¢f citoplasma. Aunque su ocurrencia ha sido reportada durante la fase latea del ciclo

Anets H +
rep Vo N

ser observadas aiin cuando los neutrofilos estan presentes .

2. Células espumosas. Son células parabasales que contienen vacuolas citoplasmaticas. Su

significancia es desconocida .

3. Células superficiales con cuerpos citoplasmaticos. Son células que contienen numerosos

cuerpos oscuros en su citoplasma. Estas células son connmes en frotis obtenidos en perros en

estro normales, pero la significancia de estos cuerpos es desconocida .

4. Células naviculares. Son células superficiales de niicleo peguefio y picnético, que por influencia

hormonal de la progesterona presenta sus bordes doblados hacia si mismos, representando una

forma de nave . L
Los datos estadisticos obtenidos, fueron realizados por medio del método de Estadistica

Descriptiva (38). La grafica de los promedios de tipos celulares se realizo con el programa

Harvard Graphics; las graficas de autocorrelacion con ¢l programa GB Stat,
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RESULTADOS

A la observacion de las ya p das se

aron los sigui tipos

&

celulares:

Células basales: estas fueron observadas muy esporadicamente en cantidades que no
excedian el 5%, por lo que no representaron una variante significativa para la caracterizacion del
ciclo estral ( Figura 2a recuadro).

Células parabasales: este tipo celular se observo principalmente después de un gran aumento
de células superficiales. Su porcentaje fue de 1 a 10%. Su pr ia iba pafiada de la

aparicion de globulos blancos, en cantidades muy clevadas, asi como de otros tipos celulares
(Figura 2a).

Células intermedias: fueron vistas antes (fase folicular) y después (fase litea) del aumento
delas células superficiales. Antes del aumento de las células superficiales su porcentaje varié del
15 al 30%, su grado de maduracion era mayor al encontrado en las células intermedias encontradas
despuds del aumento, durante el cual, su porcentaje fue de 20 a 38% ( Figuras 1b, 2b y 2c).

Células superficiales nuclcadas: la observacion de cstas células fue acompaiiando a las
células intermedias en los casos anteriormente mencionados; fluctuando del 7 al 25% tanto para
la fase folicular como para la litea ( Figura ta y lc recuadro).

Células superficiales anucleadas: estas células estaban presentes a lo largo de todo el ciclo,
dandose un incremento sibito, que llegaba a ser del 85 al 95% al final de la fase folicular ( Figuras
lcy id).

Globulos blancos: estos se presentaron durante la mayor parte del ciclo, estando ausente

superfici en el resto de los dias

normalmente cuando se daba el incr de las
podian encontrarse desde cscasos hasta muy abundantes. ( Figuras 2a, 2b y 2c).

La representacion grifica de los puntos anteriormente mencionados, puede verse en la
Grafica 5.

Células de metaestro: su ocurrencia fue acompanando a las cél las parabasal que eran
un poco dificiles de observarlas. El porcentaje de aparicion no rebaso el 3%. ( Figura 2b).

Células naviculares: este tipo de células sélo fuc observada cn hembras gestantes a lo largo

23



de 1a gestacion. Su porcentaje no rebaso el 5%. ( Figura 2d).

En la grifica 5 se representa el comportamiento celular vaginal en las diferentes etapas del
ciclo estral en las cuatro hembras experimentales y de acucrdo a los tipos celulares y su porcentaje
de aparicion, se realizé la caracterizacién del ciclo por ctapas:

Proestro, Esta ctapa sc caracterizd por una elevacion de las células intermedias de un 10
aun 50%, acompaiiada de células superficiales nucleadas de un 7 a un 25%, asi como de células
blancas en porcentajes variables en las cuatro hetbras. Esta etapa tuvo una duracion de 2.6 dias
con un rango de 1 a 5 dis ( Cuadros 1 y 2) (Figuras la y 1b),

Los signos extemos de las hembras en proestro, incluyeron el inicio de la apertura vaginal
y la salida en fragmentos del tapon vaginal. ( Cuadro 3),

Estro. Este se caracterizo por una clevacion de hasta un 100% de las células superficiales
anucleadas, lo que daba una apariciencia pavimentosa en los frotis observados. La caracteristica
mis importante de esta etapa fuc la ia total de glébulos bl independi dela

J P

cantidad encontrada en la fase de proestro. Aunque hubo ocasiones que se¢ observaron bajas
cantidades de cstos al final de la ctapa. La duracion de esta etapa fuc de 2.7 dias, con un rango de
1 a 6 dias ( Cuadros 1 y 2) (Figuras lcy Id).

Los signos externos durante la etapa fueron: la total apertura del canal vaginal, y la salida

en fragmentos del tapon vaginal.

La transicion del estro al metaestro se iz0 por la i i del material
abtenido con la consiguiente invasién siibita de globulos blancos, 75 a 100% en las cuatro hembras
estudiadas.

0 1

Metaestro. En cste las propiedades del moco cervical on p de una

masa caseosa a una apariencia mucoide. Debido a la descamacion de la mucosa vaginal y la

1ol hacal

proliferacion de nuevas células, se pudicron observar par que en la

cuantificacion de los frotis no rebaso el 5%. Las llamadas células de metacstro, cuya caracteristica
¢s I inclusion de un neutrdfilo en el citoplasma, también se pudicron observar, aunque su
porcentaje no rebaso el 3%. Los tipos celulares encontrados también incluyeron células
intermedias (10 a 25%), supeficiales nucleadas (7 a 25%) y anucleadas (40 a 65%). La duracion

de esta etapa fue de 4.2 dias, con un rango de 2 a 6 dias (Cuadros 1 y 2) (Figuras 2a y 2b).
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El signo extemo al final de esta ctapa, se caracterizp por el inicio del cierre del canal vaginal
( Cuadro 3).

Diestro. En este estadio se observaron dos patrones de comportamiento celular:
1) Una ligera disminucion de células intermedias y globulos bl

al inicio de la etapa, con la
consccuente elevacion de las células superficiales anucleadas. A mediados de fa etapa, se observo
una elevacion de las células intermedias y ligera baja de las células superficiales.

2) Proporciones similares para las células intermedias, superficiales nucleadas y anucleadas a lo
largo de la ctapa.

Para ambos casos, habia una baja de globulos bl que se volvian a incrementar
nucvamente al presentarse cl patron celular caracteristico mencionado para proestro. La duracién
de esta ctapa fue de 21.84 dias, con un rango de 9 a 41 dias (Cuadros 1, 2 y 3) (Figura 2c).

La duracion del ciclo estral en promedio, fue de 31.23 dias. (Cuadros 1y 2).

Se regi cuatro gestaci de las cuales solo dos fueron seguidas de principio a fin,

observando un patron celular muy similar a la fase del diestro. La tinica diferencia encontrada fuc
la presencia de las células naviculares, estas fucron vistas a partir del primer tercio de gestacion

hasta ¢l término de la misma. (Grificas |, 2, 3 y 4). La duracion promedio de la g; ion fue de

127 dias para las dos hembras (Cuadro 2). Un hallazgo importante, fue la presentacion del estro

post-parto, con comportamicio celular similar, excepto por la presencia desde el inicio de células

polimorfonucleares; ademas de que su duracién era menor (1 a 2 dias) (Figuras 2c y 2d).
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CUADRO 1. DURACION DEL CICLO ESTRAL EN

HEMBRAS Agouti paca.

HEMBRA 1.
PROESTRO :ESTRO: " |- METAESTRO DIESTRO C. ESTRAL
(DIAS) (DIAS) (DIAS) (DIAS) (DIAS)
1 5 24 33
2 4 20 30
3 5 16 26
3 4 260 ETY
4 -6 .29
L2 2 =3
PROMEDIOS
2.5 2.85 4.42
KINIMO Y :
MAXIMO
1-4 2-4 3-5
(*Gestacidn) .
C. ESTRAL= CICLO ESTRAL.
HEMBRA 2.
PROESTRO ESTRO METAESTRO
(DIAS) (DIAS) (DIAS) .. (DIAS)
2 3 5 SR
* 3 4
1 2 3
3 2 4
2 B
3 S6
PROMEDIOS: 3
2.2 2.83"
MINIMO Y
MAXIMO
1-3 1-6
{*Gestacisn) .

C. ESTRAL= CICLO ESTRAL.
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HEMBRA 3.

PROESTRO ESTRO METAESTRO DIEST:
RO C. ESTRAL
(DIAS) (DIAS) (DIAS) (DIAS) (DIAS)
2 3 3 22 32
2 3 4 28 37
2 1 18
4 1 29
3 3 51
3 -3 : v‘;
PROMEDIOS
2.66 2.33 .28
MAXIMO Y
MINIMO
2-4 1-3 " 20-36
{*Gestacidn) .
C. ESTRAL= CICLO ESTRAL.
HEMBRA 4. o
PROESTRO ESTRO ‘METAESTRO DIESTRO C. ESTRAL
(DIAS) (DIAS) . (DIAS) (DIAS) (DIAS)
* 1 5 22 31
3 4 5 21 35
5 4 5 26 40
5 3 5 “ 19 29
2 2. 4 ; !
PROMEDIOS e
3.75 2.8
MAXIMO Y
MINIMO
2-5 1-4
{*Gestacidn) .

C. ESTRAL= CICLO ESTRAL
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4 para resumir los datos anteriores, se presenta el sigquiente
cuadro:
CUADRO 2. PROMEDIOS GENERALES, MAXIMOS Y MI

EN EL Agouti paca. ' NIMOS DEL CICLO ESTRAL

ETAPA PROMEDIOS MAXIMOS Y s
{DIAS) MINIMOS (DIAS)
PROESTRO o 2.m 1-5

ESTRO 2.7 1-6
METAESTRQ =77 ©.4.2 2-6
DIESTRO ©-21:84 ; .9-41

CICLO -ESTRALY, |7 31.23%

DURACION ‘DE:LA ="~
GESTACION -+ L

#:18=51
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CUADRO 3. CARACTERIZACION CITOLOGICA Y CARACTERISTICAS EXTERNAS

DEL _CICLO ESTRAL EN EL Agouti paca,

Aumento de las células superficiales
anucleadas (85-100%) con
PO . .

ETAPA CITOLOGIA CARACT. EXTERNAS

Proestro Aumenlq de célulag int._ cdias (10~ | Inicio de Ia apertura del canal vaginal.
25%);Celulns perficial lead Comienzo de la salida en fragmentos
(7-25%) y anucleadas y glébulos del tapon vaginal.
blancos en cantidad variable.

Estro '

Apertura total del canal vaginal con
congestién y edema vulvar. Al

(ot;l de g}ébrulas blancos.

P ipio de esta fase, ¢l moco era
fluido y cristalino y s¢ tornaba cascoso
al final de 1a misma. Posicion de
lordosis al tocar el dorso del animal.
Salida en fragmentos del tapén
vaginal-

Aumento siibito de glébulos blancos.

Aparicion de células parabasales

(hasta 5%} y células caracteristicas del

metaestro (hasta 3%). Variacién en la
on de células i i

Desaparicion de la congestion y
edema vulvar, alin cuando continuaba
la apertura vaginal, misma que podfa
cerrarse al final de esta fase, o al inicio

EIO-ZS%), superficiales nucleadas (7-
25%) y anucleadas (40-65%).

de la sigui Salidaen fi
del tapon vaginal.

Fluctuaciones de todos los tipos
celulares:

a)Células intermedias en baja
proporcion en relacién con las células
superficiales nucleadas y anucleadas.
b)Las células intermedias con una
proporcion similar en relacidn con las
células superficiales nucleadas y
anucleadas.

c) Para los casos anteriores, los
globulos blancos se encontraron
disminuidos, con respecto a la fase
anterior.-

Cierre parcial o total de! canal vaginal.
Paca cantidad de moco vaginal,
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Una caracterizacién del ciclo de acuerdo a fase folicylar y litea, se muestra en el siguiente

cuadro:

CUADRO 4. FASES DEL CICLO ESTRAL DE LA HEMBRA A4gouti paca..

A) Fase Folicular.

Esta fase esta caracterizada al inicio por una

levacion de las int di

notable,

o

1p de la p de los globulos
blances en cantidades variables. Las células
superficiales nucleadas y anucleadas variaban en
cantidad.

Posterior a los eventos mencionados por
influencia hormonal estrogénica, se observo la

tand.

clevacion de las células superficiales

B) Fase Lutea.

Esta fase s¢ acompaii de la licuefaccion de
la masa cascosa. Debido al adelgazamiento de
la mucosa vaginal sc observaron células
parabasales; también hubo células intermedias,
superficiales nucleadas y  superficiales
anucleadas.

A medidados de esta fase se registraron dos
patrones de comportamiento celular: 1)

f
fluct

presentandose fa pavimentacion de estas células.

Ademas de una ausencia total de g

en cantidad de todos los tipos

celulares, y 2) una ligera disminucion de células

o

inter de células

blancos en la mayoria de los casos, sin importar
la cantidad en que hayan estado presentes
anteriormente.

Otra caracteristica fue la consistencia caseosa
del material obtenido, hacia el final de esta fase,
con la consiguiente invasion sibita de los
glébulos blancos, lo cual marcaba la transicion

entre fase folicular y fase lutea.

y aumento
superficiales nucleadas y anucleadas. Para
ambos casos hubo una baja en glébulos blancos
que se volvian a incrementar nuevamente al
presentarse el patron caracteristico de inicios de

la fase folicular.
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Figura 2. Tipos celulares que sc encuentran en el metaestro (A y B), dicstro (C) y gestacion (Cy D).
A) célula parabasal y en el recuadro célula basal (flecha). B) células intermedias (cabeza de flecha),
neutréfilos (asterisco) y célula intermedia con un neutréfilo incluido en ¢l citoplasma (flecha)
caracteristica def metacstro. D) célula navicular caracteristica de gestacion, Barra = 10um. C) células
intermedias (flecha) y neutréfilos (cabeza de flecha). Barra = 20pm.




GRAFICA 1. AUTOCORRELACION PARA LAS CELULAS INTERMEDIAS DE FROTIS VAGINAL EN LA
HEMBRA No. 1 Agouti pacg.

RUTOCORRELOGRAM OF COL 3
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Dia 1 = 14 de febrero de 1994
a Parto dia 14 de febrero de 1
v Primer dia de gestacion 22 agoslo de 1994.



GRAFICA 2. AUTOCORRELACION PARA LAS CELULAS INTERMEDIAS DE FROTIS VAGINAL EN LA
HEMBRA No. 2 Agouti paca.

AUTOCORRELOGRAM OF COL 3
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Dia 1 = 1° de febrero de 1994.
4 Primer dia de gestacién 14 febrero de 1994,
v Parto dia 19 de junio de 1994,



GRAFICA 3. AUTOCORRELACION PARA LAS CELULAS INTERMEDIAS DE FROTIS VAGINAL EN LA
HEMBRA No. 3 Agouti paca. .

RUTOCORRELOGRAM OF COL 3
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Dia 1 = 1° de febrero de 1994, e e
4 Primer dia de gestacién 5 de agosto de 1994, ‘ o .



GRAFICA 4. AUTOCORRELACION l;fl&l!:lA LAS CELULAS INTERMEDIAS DE FROTIS VAGINAL EN LA
paca,

MBRA No. 4 Agouti
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Dia 1 = 1° de febrero de 1994.
v Parto dia 7 de junio de 1994.
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GRAFICA NO. S5

PROMEDIO DE TIPOS CELULARES VAGINALES
ENCONTRADOS EN LAS DIFERENTES FASES DE
CICLO ESTRAL EN Agouti paca.
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TAPON VAGINAL

Esta cstructura fue observada en fragmentos durante las fases de proestro, estro y
metaestro; esta salida en frag podia ser infl

por la toma de a muestra, no asi para
1a etapa de dicstro, durante el cual 1a vagina se encontraba cerrada,

Durante las etapas de proestro, estro y metacstro, debido a la apertura de la vagina y la
salida del tapon, la toma de la muestra se llevaba a cabo sin dificultad alguna; sin embargo, para
el diestro, en donde el canal vaginal se encontraba cerrado y el tapon obstruia la entrada a este,
y debido a que su localizacion anatomica es inmediatamente posterior a la fosa del clitoris hasta
¢l cérvix, la toma de la muestra sc veia un poco obstaculizada.

En general, la presencia del tapon vaginal influyo sélo con respecto a la observacion de

células superficial lcadas de regular alolargo de todo el ciclo.

Al examen histologico, se observd que en su mayoria estin constituidos por laminas de
queratina dispucstas en forma concéntrica, en algunos ocurrié la clasica disposicién de perlas de
queratina.

En otras arcas del corte histologico, cn el interior de cstas formaciones queratinizadas,

presentan cantidad moderada de células superficiales y células polimorfonucleares.

A paiiando a cstas estructuras, se ra una masa de forma irregular conformada en
sumayoria por polimorfonucl y células cpitcliales en diferentes estadios de maduracion, bajo

una matriz de tejido conjuntivo laxo,
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DISCUSION,
Los tipos celulares d

5 dan con los reportados por otros autores (4,6,7,
8,10,20,26,32,35). Incluyendo las células basales que fueran observadas cn ol presente trabajo,
y que Matamoros (20), no menciona.

DC A, l ¢ . A 'H 4 . . .
ala caracter T se logré definir las cuatro ctapas del ciclo estral

{proestro, estro, metaestro y dicstro), asi como la duracién en dias de cstas; como sc ha reportado
para otras especies (3.6,7,16,23,26,30,32); a diferencia de los datos del ciclo estral ya publicados
sobre el tepezcuintle, en donde sélo se reportan las ctapas de proestro, estro y otra denominada
posestro (20), esta altima englobaria al ro y diestro, t

(4

rizados en el presente trabajo.

En la ctapa de proestro caracterizada por una clevacion de células intermedias es similar a
la descrita por Matamoros (20), y otros autores (6,7,26,32), para otras especies. Esto va
acompaiiado por cantidades variables de globulos blancos, que concuerda cn parte con los
reportado por Matamoros (20), donde marca una disminucion al final de Ia ctapa. l.os signos
externos de las hembras en proestro que incluian el inicio de la apertura vaginal, han sido
mencionados para el tepzcuintle y otros histricomorfos (20,43,44).

La apariencia pavimentosa del frotis vista en este trabajo, se ha ionado como indicativa

del estro en roedores como Ia rata y el cuyo (3,16), y otras especies en las gue mas cominmente
se utiliza la citologia cxfoliativa del cpitelio vaginal, para conocer ¢l estado reproductivo

(6,7,26,32). La caracteristica mas importante de esta ctapa fue la nuscncm total de globulos

i Py 1

i) de la cantidad encontrada cn proestro, s snmlar a lo encontrado cn

otros rocdores tales como los cuyos y las ratas (3), asi como lum y conchIlo de indias (30),

atnque ninguno de ellos pertencee al suborden de los lnstncom(

La transicion del estro al metaestro caracterizada por la cunsxstc a, cast,osa deI material

T

, s¢ ha jonado también para otros roedores (3, IG). a consnguwute |nvuston :

stibita de gldbulos blancos, esto también se menciona para la lum, ncjlllo de mdms y ml.lsl

(3,30), la cual sc le ha denominado "descarga postovulatoria” (30> L? consnstcnc@ mucmdcvdc

la muestra, encontrada en metacstro, ¢§ similar a la mcnclomda para cl cuyo (3) Las celulns de ]
metaestro observadas en el presente trabajo,

otras especies (6,7,26,32,35).

no han sido rcponadas pam roedores, pcro si para’
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Los tipos celulares encontrados en e diestro, en general son parecidos a los reportados para
las ratas (3,16).

La duracién del ciclo estral fue de 31.23 dias en di
L4

] a lo reportado por
otros autores {19,20,21,22,26 31,36,37). La longitud del ciclo estral fue calculada en el presente
trabajo en base a la salida del tapén vaginal, apertura vaginal y principalmente por citologia vaginal
y estadistica descriptiva con los datos obtenidos; a diferencia de Matamoros (20), en donde esta

longitud fue calculada contando el periodo transcurrido entre cl primer dia de apertura y el dia
anterior al de la apertura del siguiente ciclo.

En el periodo de gestacion se observe fa p ia de células navicul

s, reportadas como
caracteristica de ésta para otras especies (4,6,7,8,26,32,35). Estas células no se han reportado para
roedores. Su duracion fue de 127 dias, lo cual coincide con ¢l dato reportado para tepezcuintles

que cs de 114 dias en promedio (rango de 85 a 156 dias) (19,20,21,22,27,28,29,36).

Como signos adicionalcs para ¢l diagndstico de gestacion en la hembra de tepezcuintle, se

ha mencionado cl desarrolle de glandulas mamarias, en hembras mad un ligero ocn

' (]

o

l,yecl I i de las hembras gestantes y del resto de las hembras,
que consiste en el aislamiento dc la gestante en el diltimo tercio de 1a gestacion y las otras le llevan
el alimento al interior de la madriguera (19,28). En el presente trabajo también se pudo observar

este comportamiento,

da con lo do por la literatura para ¢l

El estro post-parto fue observado y

tepezcuintle (28),

La ctapa de anestro no fic observada debido a que no hubo lactacién que estimulara para

su presentacion, aunque si se ha reportado Ia presencia“de un' ancstro lactacional para cl

tepezcuintle, por otros autores (19,20,21,22,27,28,30,36). . - . ’
cionado al ciclo estral en ‘ol tepezeuintle, .

Debido a que sélo existe un trabajo

realizado por Matamoros (20), a continuaci cuadro comparativo entre ambos

trabajos:
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CUADRO 1. CUADRO COMPARATIVO DE DOS CARACTERIZACIONES
REALIZADAS EN EL TEPEZCUINCLE.

CARACTERISTICA MATAMOROS (1994) FIERRO Y MORALES
(1994)

Pdo. de muestreo 2 afios 9 meses

No. de hembras 5 4

Cond. para toma de Solo con apertura vaginal. | Cualquier condicién.

muestra,

Frecuencia de muestreo.

Diario pero durante Ia
apertura vaginal

Diariamente durante los 9
meses

No. muestras tomadas.

307 (s6lo un frotis por
hembra)

2280 (tres frotis por
hembra)

Tinciones utilizadas

Solo Papanicolaou.

Wright, Giemsay
Papanicolaou.

Criterios de clasificacién

celular

Hammond (1965) y Lin
Lin (1963)

Coles (1986), Cowel
(1989), Pratt (1992), Olson
(1993).

Etapas caractcnzadas dcl ‘

ciclo.

Procstro, estro y posestro.

Proestro, estro, metaestro,
diestro y gestacion.

Diagnéstico de gestacion. -
TR : vaz,mal espués de 50 dias

No apertura del canal

del cstro,mmcdlato
N B TN

Citologia vaginal (células
naviculares),
caracteristicas fisicas
externas (aumento de
glandula mamaria y
abdomen) y
comportamiento,

Ancstro

No fue observado

Aunque en este trabu_)o n
caracterizacion del ciclo estral se recomxen
tomen muestras sanguincas pa’rray Lg

‘S'i f ue 'dbsei'vzido

los hallazgos de la citologfa vaginal...-=
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CONCLUSIONE

La morfologia celular vaginal del tepezcuintle,

hl,

es similar a la reportada para otras especics.

Se logro losy dios de di

para cada ctapa del ciclo estral, asi como su
caracterizacion citologica.

Se logré tambicn la identificacion de células caracteristicas para la ctapa del metaestro, asi
como para la gestacion.

Para llegar a I caracterizacion, sc concluyd que las células intermedias son las mias

representativas, - siguicndole en importancia los globulos bla sul basal dul

cargeteristicas de mietacstro y las naviculares para el caso de las gestaciones. Las células
superficiales nucleadas y anucleadas, no presentaron tanta relevancia debido a que se registraron
constantemente durante todo ¢l ciclo estral, por influencia del tapon vaginal. Aunque en la ctapa

de estro si fucron detenmi por la disp pavi de las mi esto fiad

L

de ausencia de globulos blancos y en la mayoria de los casos, de otro tipo celular en proporcion
escasa.
L.as hembras de tepzcuintle, son poliéstricas continuas y pucden quedar gestantes en’

cualquicr época del afio. Presentan ciclos regulares en la mayoria de los casos. Debido a la

descarga de globulos blancos postovulatoria, mencionada anteriormente, se¢ puede suponer que -

son ovuladoras espontancas.

Sc observé que la npcnura vaginal ocurria desde la ctapa de proeslro y fi nal nba en'la’

tapon vaginal, sicmprc en fragmentos, esto debido J
introduccion del hisopo para ¢l muestreo,

Se logré observar la localizacién anatomica del lnpnn vagmal el

histolépica.
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SANGRADO VAGINAL, ANEXOL.

En un estado de metaestro tardio ha sido descri é j i
irot escrito que aparecen células rojas; esto ha sido negado por
otros autores pero en la experiencia de Asdell (3), esto ocurre e zrado ¢

utero (3). yes do por sang !
Durante ¢l periodo de muestreo esto sucedio en dos
FECHA HEMBRA DESCRIPCION
25/1V/94 2 $6lo sangre ¢n cl hisopo.
11-15/VI1l/94 3 ‘

Sangrado abundante y solo
hasta cl dia 15 de julio salio
solo el hisop{ manchado. Hubo
olor a hierro.

Vaginoscopia:

Esta se realizo el dia 19 dejulio de 1994, por contarse hasta ese dia con el material apropiado.
Material usado:

- Vaginoscopios de vidrio: \

2 de cllos, de 15 cm de longitud aprox. |
2 de 5 a 7 cm aprox. !
Los cuatro con un diametro de | cm aprox. Vidrio transparente. \

- Lampara de pilas. \

La metodologia que se siguid fuc la siguiente: lubricacion del vaginoscopio ton solucion salina
fisiologica. Sc introdujo por canal vaginal, no se observé ninguna irvitacion o desgarre‘que fuera causa del
sangrado. Lo observado fuc la mucosa vaginal que cra de color rosa pilido con grandes ;Tlicgues. se observo
también el cérvix en forma de estrella, irrcgular, de color rosa un poco mas oscuro, que los plicgues y
aparentemente normal. i

Al momento de retirar ¢l vaginoscopio este salié con un pedazo de tapon vag’mgl. El vaginoscopio
utilizado fue largo.
|
|
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ANEXO 11

TAPONES DE SEMEN,

La existencia de un tapén rigido que llena completamente el lamen de fa vagina en ciertas especies de
mamiferos después de la eyaculacion, se conoce desde hace aproximadamente 150 afios. La primera
observacion de dicho tapon se debe a Leeuckart en 1847, quien sugiri6 que estaba formado por las
secreciones provenicntes de un par de "tibul dos" denominados glandul inales (41).

Especificamente, ¢l tapon vaginal cs el Itado de las quimicas entre las proteinas
secretadas por las glindulas scminales y de las prostaticas (41).

El tapon vaginal es caracteristico de muchos grupos de rocdores, tales como Sciliridos (3,41),
Geomidos, Heterémidos, Cricétidos, Cavidos, Dipadidos, Chinchillas y en los Muridos Ratrus ratrus y Mus
muscuius (41). Tanto para ratas como para ratones, se reporta la existencia de un tapon vaginal, formado por
semen gelificado, quc cs indicacion cierta de que se ha producido copula en las 24 horas precedentes (17).
En tuzas también se menciona la formacion de un tapén posterior a la capula (41).

En particular, dentro de la faniilia de los Histricomorfos, en la que se encuentra el tepezcuintle (Agouti
paca) se ha mencionado gue ademas para su formacion sc requicre tanto de las secreciones del macho como
de sangre provenicnte de la vagina de la hembra (27).

Durante ¢l periodo de muestreo, hubo la aparicion de estructuras gelatinosas esféricas dentro del

estanque de las hembras (Figura 3). Las cuales nos ¢ icaron verball que eran tap de semen,
Las fechas en gue sc recolectaron fueron; -
FECHA NO. DE ESTRUCTURAS. OBSERVACIONES
7 de marzo | NN

8 de marzo

10 de marzo

2
6
5

15 de marzo

29 de marzo

27 de agosto -

228 de agb§t6

" 1029 de agosto

730 de'agosto

31 doagosto

i de septiembre

2 de septiembre T

ST




La conservacion de dichas estructuras se hizo con formalina al 3% o solucion de H k. Fueron
destinadas para cortes histologicos en el laboratorio de histologia.

El exdmen histolégico reveld capas de tejido conectivo laxo sin disposicion especial, con p
moderada de eritrocites y hemosiderosis multifoca). Focos de células polimorfo nucleares.

Gran cantidad de células epitcliales en diferentes estadios de maduracion, y detri

1l

Debido al hallazgo de los critrocitos, se confirma que ademas de las secreciones del macho, csta
constituido por células rojas provenientes de ta vagina de la hembra. .

Se informa que la funcion primaria de este tapén es impedir futuras inseminaciones por parte de m?chos
metidores (41). En particular, para ¢} tepezcuintle, se piensa que es expulsado dias después de la copula.
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Figura 3. Tapones de semen localizados durante el periodo de muestreo. 3 aumentos.




ANEXO Hl.
PREPARACION DE TRENES DE TINCION.

Tincién tipo Romanowsky. Consisten en azul de metileno policromado y eosina,
Principios.
a) Los colorantes dcidos se unen con partes basicas de la célula, como el citoplasma.
1. La cosina cs un colorante acido.
2. La célula presenta color rojo, rosa o anaranjado.
b) Los colorantes basicos se adhieren y se combinan con partes icidas de la célula, como son los dcidos
I¢icos y las nucleoproteina nucleares.
1. El azul de metileno es un colorante basico.
2. Las células se ven de color azul, pirpura o violeta (4).

a. Tincion de Wright.
1. Formas disponibles de colorantes:
a) Polvo seco,
1. En volimen.
1. Pr jo: en fi apsulas o tabl
2. Preparacion: Método acclerado.
) Se pone en un mortero 0.3 g de polvo de la tincion de Wright seca y sele agregan 3 m! de glicerol; se
niucle cumplulamcnlc
b) Se crjuaga con 100 ml de alcohol metilico absoluto, el cual se va aiiadiendo en pequeitas cantidades.
¢) Se mezcla con un agitador magnético y se calienta hasta antes de Hegar al punto de cbullicion, esto se
hace tres veces.,
d) Se coloca en un recipiente oscuro. Se filtra antes de usarse (4).
3. Solucion llsla para usarsc.
Esta disponib! Imente. Es la més conveniente pero en iones se
distribuidor la almacena por mucho tiempo (4).

I porque el

b. Solucion amortiguadora fosfatada (buffer),
pH66a68
Para usarsc cn agua destilada neurtral, se prepara como sigue:
34 mM de Na2HPO4:  2.41 g disueltos en 500 ml de agua destilada,
34 mM de KH2PO4:  4.63 g disucltos cn 500 ml de agua destilada,
Mezclar ambas soluciones en proporcion de una parte de Na2HPO4 por cada dos partes de KH2PO4.
Si es necesario, ajustar ¢l pH adicionando uno cuantos ml de la primera solucién cuando el pH esta por
dchajo de 6.6, o de la iltima solucion cuando el pH esta por mcnma de‘6 6 (18). )
l.dS composiciones de las diferentes cn cad poli ica ha sido d, 0 rado que varia
jcrabl e entre all y de lote a lote (misma marca), ad clal i d
a temperatura de cuarto (25° C 77°F), puede cambiar la intensidad de la tincion debido a pmduclos de
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degradacion del metanol (25).
¢, Tincién de Giemsa,
Aspectos generales.
a) El colorant.e Giemsa tiene'diversos compuestos azures con eosina y azul de metileno, en lugar de los
colorantes policromados empiricamente que se usan en Ia tincién de Wright.

b) Las sol les de ti para sangre de Giemsa son las mds recomendadas, ya que
per estables d tiempo indefinido (4).

Solucién madre de Giemsa:
Polvo de Giemsa lg
Glicerina 66 ml
Metanol 66 m!

En un frasco ambar (libre de écidos) colocar el polvo de Giemsa y adicionar la glicerina, Lavar la
glicerina (residual) con el 1y agregarla. Tapar y envolver cn aluminio, colocar la botella en
el lador de rotacion y dejar Tar d tres dias (29).

Preparacion de Giemsa al 10%.
A 3 ml de colorante se afora a 30 ml de la solucion con agua destilada.

El colorante de Giemsa diluido debe prepararse inmediatamente antes de usarse; es estable slo unas
cuantas horas, después las tinciones se aceleran y pueden aparecer precipitados (4).

L

d. Tincion de Hematoxilina - Eosina (I1.E.)
Preparacion de Hematoxilina de Harris: para un litro,

Hematoxilina 1og
Alcohal absoluto 100 ml
Alumbre de potasio 100g
Oxido rojo de mercurio 25g
Agua destilada ¢.b.p. 1000 ml

1onhal

Se calicnta el agua con alumbre, hasta que se disuelva, sc agrega la hematoxilina disuelta en
se hierve lo mas rapido posible, se enfria un poco y se agrega el dxido rojo de mercurio, se deja hervir, y una
vez frio se pone en un frasco color ambar.

La hematoxilina se madura en seis meses, pero si se desea utilizar inmediatamente, sc agrega 2 a 4 ml
de acido acético glaciar por cada 100 ml y s filtra.

Preparacion de Eosina acuosa: para 500 ml.

Eosina amarillente 25g
Agua destilada 100 ml
Alcohol absolute  c.b.p. 500 ml

1o ahenl

Se disuelve 1a eosina en cl agua destilada, y sc afiaden €l al se agreg dos gotas de
icido acético glacial por cada 100 m! de cosina, con ¢l proposito de acelerar y cstabilizar el colorante.
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Preparacion del Alcohol 4cido

Alcohol absoluto 70 m!
Agua destilada 30ml
Acido clorhidrico concentrado 1ml
Preparacion de Agua amoniacal - Eosina:
Agua destilada 99 ml
Hidroxido de amonio 1ml

Desarrolo de la tincion Hematoxilina - Eosina:
Frotis fijado al alcohol absoluto.
Agua corriente.
Hematoxilina: 4 minutos.
Agua corriente: 2 minutos.
Alcohol 4cido: un bafio rapido.
Agua corriente: 2 minutos.
Apgua amoniacal: 1 minuto.
. Agua corriente: 2 minutos.

VENAMA LN

10. Alcohol de 96°: 10 baiios por 15 segundos.
11. Alcohol de 96° 10 baiios por 15 segundos,
12. Alcohol absoluto: 10 bafios por 15 segundos.
13. Alcohol absoluto: 10 bafios por 15 segundos.
.14, Xilol: 10 a 15 baiios rapidos.

15. Xilol: 10 minutos. . .

16. Montar en rcsma smlétlca HS R

Sc;,un espcc:fcacxones de la A.C.S. (30).
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. Eosina: 10 a 15 bafios sumergidos en el tinte, de 15 segundos cada uno.
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