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RESUMEN

Marquez Morales Tanya Elizabeth: COMPARACION DEL METODO DE
CITOLOGIA VAGINAL EXFOLIATIVA Y BIOPSIA VAGINAL PARA LA
DETERMINACION DE LAS ETAPAS DEL CICLO ESTRAL EN CERDAS DE
REEMPLAZO (Bajo la asesoria de la Dra. Maria Elena Trujillo Ortega y MVZ.
MCV. Roxana Mendoza Galicia)

Con el objetivo de evaluar que método (citologia vaginal exfoliativa o biopsia
vaginal) es mas eficaz en la determinacion de las etapas del ciclo estral en cerdas
de reemplazo, se realizé lo siguiente: fase 1, se contd con 50 cerdas adultas
hibridas entre 120 a 220 Kg, a las cuales se les determiné la etapa del ciclo estral
en que se encontraban por los métodos biopsia vaginal y citologia vaginal
exfoliativa, por lo que se realiz6 una comparacién entre ambos métodos logrando
obtener con la biopsia vaginal: 9 hembras en diestro equivalente al 18%, 10
hembras en proestro equivalente al 20%, 9 hembras en estro equivalente al 18% y
22 hembras en metaestro equivalente al 44 %, por lo tanto se tienen 19 hembras
en la fase folicular equivalentes al 38% y 31 en la fase luteal equivalente al 62% y
con el método de citologia vaginal exfoliativa se obtuvieron 10 hembras en diestro
equivalente al 20%, 13 hembras en proestro equivalente al 26%, 9 hembras en
estro equivalente al 18% y 18 hembras en metaestro equivalente al 36%, por lo

tanto se tienen 22 hembras en la fase folicular equivalente al 44% y 28 hembras



en la fase luteal equivalente al 56%, por lo que se concluye que ambos métodos
son eficaces para determinar las diferentes etapas del ciclo estral sin diferencia
estadistica (p>0.05).

En la fase 2 se conté con 180 cerdas hibridas de diferentes edades divididas en
grupos de 30 cerdas cada uno, a las cuales se les determiné la fase del ciclo estral
en la que se encontraban mediante citologia vaginal exfoliativa, identificando en la
fase folicular 93 hembras que equivale al 51% y 87 hembras en la fase luteal
equivalente al 48%, por lo que se concluye que la citologia vaginal exfoliativa es
una herramienta util, rapida, practica y no traumatica para la cerda que nos ayuda
a determinar la actividad folicular y la presencia de la pubertad a los 203 a 210

dias de edad.

l. INTRODUCCION

La porcicultura ha experimentado cambios importantes en los ultimos anos debido
a la globalizacion de las economias. La apertura de las fronteras por medio de la
firma de diversos tratados de libre comercio con paises del norte del continente,
ha permitido que entre cerdo en pie y en canal a los paises de América Latina de
otras partes del mundo (1), por lo cual es importante mejorar y eficientar los

sistemas de produccion para que se logre competir con dichos paises.



El propésito productivo de los cerdos domésticos ha cambiado con el transcurrir
de los anos, de ser productores de doble propésito de manteca y carne a solo
productores de carne, esto trae consigo cambios en el material genético (2), en la
nutricion, en la sanidad y en el manejo reproductivo, es este punto de especial
interés ya que desempefia un papel importante dentro de la porcicultura.

Las cerdas primerizas representan entre el 30 y 40% del hato reproductor de la
granja, cabe sefalar que la introduccion del nuevo pie de cria se debe considerar
escrupulosamente ya que puede tener efectos de gran trascendencia sobre la
salud, rendimiento y utilidad de la piara (3).

Uno de los problemas reproductivos con mayor frecuencia en dichas hembras es
la presentacion de anestros (2,4), siendo un problema comun la falla en la
deteccion del estro por parte del personal, esto se ha demostrado en el rastro
donde cerdas desechadas por anestro, el 60% de ellas realmente no lo estaban,
inclusive el 30% estaban gestantes y el resto presentaban ovarios con actividad
folicular (2).

La deteccidon correcta del estro en el caso de las hembras primerizas se dificulta
ya que se desconoce el momento en que se alcanza la pubertad, sin embargo en
general se recomienda la utilizacion de machos para la deteccion y/o la
visualizacion de los signos del estro dos veces al dia (2).

Se han implementado diversas formas para detectar el estro en cerdas, tal es el

caso de la observacién de éstas por parte del personal, la exposicion a machos



vasectomizados, la utilizaciéon del ultrasonido y la biopsia vaginal; sin embargo,
como ya se mencionéd no son meétodos 100% confiables, esto trae como
consecuencia que muchas cerdas que debieran ser desechadas por deficiencias
en su rendimiento, sean mantenidas en la granja (3). La biopsia vaginal es un
método utilizado con el propdsito de determinar las caracteristicas histologicas
diferenciales en las diversas etapas del ciclo estral (5,6,7,8), ésta consiste en
obtener una muestra de la mucosa vaginal (9) con la ayuda de un sacabocados
(10), dicha muestra es procesada por inclusion en parafina y teiida mediante la
tincion de hematoxilina—eosina, para posteriormente ser observada al microscopio
e identificar las capas histolégicas, sin embargo, cabe sefalar que este método es:
traumatico (invasivo),se requiere material quirurgico, es de alto costo y ademas de
requerir por lo menos 48 horas, para emitir un diagnoéstico (11), por lo que otro
meétodo que puede ser eficaz es la citologia vaginal exfoliativa procesada bajo la

tincion de Papanicolau (11).



Il JUSTIFICACION

Debido a la incertidumbre con respecto al tiempo en que las cerdas de reemplazo
alcanzan su pubertad y tomando en consideracion que algunas pueden resultar
estériles, a menudo se toma un amplio margen de seguridad en cuanto al numero
de cerdas primerizas retenidas para reproducciéon. Esto trae como consecuencia
que muchas cerdas adultas que debieran ser desechadas por deficiencias en su
rendimiento, sean mantenidas en la granja (3). De igual forma la determinacion de
las diferentes etapas del ciclo estral dentro de una piara es importante desde el
punto de vista reproductivo ya que puede ser un instrumento eficaz en la

aplicaciéon oportuna de productos hormonales.



Il REVISION DE LITERATURA

Siendo que la eficiencia reproductiva de la cerda se evalua con base en el numero
de lechones nacidos vivos y los dias de ciclo de la cerda, es necesario tomar en
cuenta los diferentes factores que determinan dicha eficiencia por lo que a

continuacion se analizaran:
1. MORFOLOGIA DEL APARATO REPRODUCTOR DE LA CERDA

El aparato reproductor de la cerda esta compuesto de los siguientes érganos:
ovarios, oviductos, utero, cervix, vagina y vulva (12, 13, 14, 15).

1.1 OVARIOS

Los ovarios son un par de érganos ovoides ligeramente aplanados de 3 cm. de
longitud, 1.5 cm. de ancho y 1 cm. de espesor, son de forma irregular
caracteristica dada por la presencia de un gran numero de foliculos y cuerpos
luteos haciendo protrusién en su superficie. Se encuentran suspendidos por el
ligamento ancho del utero, en un pliegue del peritoneo denominado meso-ovario
(28) y se ubican detras de los rifiones (13, 14), posee funciones gametogénica y
endocrina. Estas funciones son complementarias, interdependientes y necesarias
para el éxito de la reproduccion (15). Los ovarios funcionales de los animales
politocos (cerda, coneja, perra o gata) tiene varios foliculos y/o cuerpos luteos con

la apariencia de un racimo de uvas (Cuadro 1) (13, 14, 15, 16).



Histologicamente el ovario es una estructura ovoide conformados por dos
regiones: una cortical y la medular; la primera es la zona externa que contiene los
foliculos ovaricos en desarrollo, maduros, atrésicos y los cuerpos luteos. Mientras
que la regidn medular contiene numerosos vasos sanguineos, nervios y vasos
linfaticos asi como regular cantidad de tejido conjuntivo ordinario laxo (2, 15, 17).
1.1.1 Foliculos Ovaricos

En el ovario se pueden observar foliculos primordiales (reposo) y los foliculos en
desarrollo (foliculos primarios, secundarios y terciarios). Durante el ciclo estral,
varios foliculos ovaricos sufren cambios que conducen a la ovulacién durante el
estro (18).
En el cuadro 2 se describen las caracteristicas de los foliculos ovaricos.
Otras estructuras encontradas en los ovarios son las no foliculares descritas en el
cuadro 3.

1.2 oVviIDUCTOS
Son dos extensiones del utero de aproximadamente 5-8 cm. de longitud (13).
Microscopicamente, esta estructura se subdivide en infundibulo, ampula e istmo
(13,14 y 19).
El infundibulo es la porcion adyacente al ovario, y a partir de este se proyecta la
fimbria, que esta formada por prolongaciones digitiformes que tienen como
finalidad la captura del 6vulo. EI ampula es una dilatacion del oviducto que se

extiende desde el infundibulo hasta el istmo, su pared es delgada y el diametro de



su luz es grande. En ella se lleva a cabo la fertilizacion (14). El istmo es la parte
del oviducto que se comunica con el utero, y se caracteriza por presentar una
pared ancha y una luz reducida (14, 15) para con ello facilitar el transporte de los
gametos masculinos.

Entre las principales funciones de los oviductos estan: (14, 15)

1. Transporte de gametos (masculino y femenino).

2. Sitio donde se inicia la capacitacion espermatica.

3. Proporciona el medio éptimo para la fecundacién.

4. Aloja al o6vulo fecundado durante las primeras etapas de su

desarrollo antes de que llegue al utero, donde debera implantarse.

Histologicamente se divide en 4 segmentos, algunos de los cuales no tienen
limites precisos, el primer segmento llamado intramural, se localiza en el interior
de la pared uterina. El segundo o istmo esta formado por el tercio de la trompa
adyacente al utero. El tercero es la ampolla, que se distingue del istmo por ser
mas dilatada. El cuarto se llama infundibulo, tiene la forma de embudo y se
localiza cerca del ovario (19, 20).

La pared del oviducto esta formada por una capa mucosa, una muscular y una
serosa, esta representada por el peritoneo.

La mucosa tiene numerosos pliegues longitudinales que son largos y ramificados

al nivel de la ampolla (20).



1.3 UTERO
Consta de un cuerpo y dos cuernos uterinos, su pared esta dividida en tres
regiones: endometrio, miometrio y perimetrio. La morfologia del utero cambia en
sincronia con el ciclo estral (14, 15).
El cuerpo del utero es corto, sin embargo es el lugar donde inicia el transporte de
gametos y la implantacion de los blastocistos. Los cuernos uterinos se contintan
hacia delante a lo largo de unos pocos centimetros sin un revestimiento comun de
musculatura de disposicion longitudinal, produciendo la impresion de que el
cuerpo uterino es mas largo de lo que en realidad es. La capa muscular circular,
dispuesta profundamente en la uniéon del cuerpo con los cuernos, forma un
complejo esfinter que actua de tal manera que cuando la entrada a uno de los
cuernos esta cerrada, la del otro esta abierta (13).
Los cuernos estan situados cranealmente a la entrada de la pelvis, a medio
camino entre el techo y el suelo de la cavidad abdominal, y estan suspendidos por
ligamentos anchos.
Las dimensiones del utero varian de acuerdo a la etapa fisioldgica en la que se
encuentre la cerda (Cuadro 4).
Es el lugar de implantacién del feto y de sus envolturas; y experimenta una
definida sucesion de cambios durante el ciclo estral.

Histologicamente la pared uterina consta de tres capas:



1.3.1. Mucosa o Endometrio; formado por un epitelio pseudo-estratificado
columnar, aunque en algunas zonas aisladas del epitelio puede ser cubico simple.
La lamina propia también forma parte del endometrio, y esta formada por tejido
conjuntivo laxo areolar, en el cual pueden identificarse células como eosindfilos,
macrofagos, linfocitos, neutréfilos y células cebadas. En la lamina propia
submucosa se encuentran las glandulas tubulares revestidas por epitelio cilindrico
simple (12, 19).

1.3.2. Muscular o Miomeftrio; consta de: 1) una capa circular adyacente a la
mucosa, que se denomina submucosa, 2) una capa intermedia con fibras oblicuas
en varias direcciones, donde existen grandes vasos sanguineos, llamada capa
vascular (12, 19).

1.3.3. Serosa o Perimefrio; consta de tejido conjuntivo laxo areolar recubierto de
mesotelio peritoneal (12, 19).

1.4 CERVIX

Es la porcion caudal del utero, se proyecta dentro de la cavidad de la vagina,
actuando como un esfinter que evita la entrada de gérmenes a la luz uterina (14).
Pueden distinguirse dos porciones: el endocervix; localizado hacia la luz del
cuerpo uterino y el exocervix; localizado hacia la luz de la vagina, es posible
distinguir las caracteristicas de la mucosa: el endocervix presenta epitelio de

revestimiento que es cilindrico simple, con células secretoras de moco, mientras



que en el exocervix el epitelio es estratificado plano sin queratina, que
corresponde al mismo epitelio de la vagina (4, 14).

La presencia de hileras de prominencias de la mucosa que se proyectan hacia la
luz y engranan perfectamente unos con otros para ocluir el canal cervical (13),
sirve como valvula para cerrar el lumen uterino y separarlo de la vagina. Su
actividad secretora varia con los estadios del ciclo estral y la gestacion. Durante el
estro se secreta moco claro y durante la prefiez se produce un material sellador
cervical espeso (15).

Histolégicamente tiene una pared gruesa, muscular rica en fibras elasticas. La
mucosa forma altos pliegues primarios con pliegues secundarios y terciarios, Su
epitelio es de tipo simple cilindrico con células productoras de moco y células
caliciformes. En la cerda, mas del 90% del cervix puede tener un tipo de mucosa
vaginal con epitelio escamoso estratificado que sufre las mismas transformaciones
ciclicas que el de la vagina (12).

La lamina propia consta de un tejido conjuntivo denso e irregular, que durante el
estro, sufre edema y adquiere una estructura areolar laxa (12).

1.5 VAG/INA

Organo tubular entre el cervix y la vulva (3, 14). Este 6rgano es importante por la
doble funciéon que ejecuta, es decir sirve tanto para el aparato reproductor como
para el urinario, es un érgano que reacciona a diversas hormonas, ejemplo de ello

es el ciclo estral de la cerda, donde se observan variaciones en el ciclo



dependiendo de la fase en la que se encuentre. Por ejemplo en la fase lutea
(metaestro y diestro) presenta solo de 4 a 6 estratos celulares, pero en la fase
folicular se incrementa pudiendo mostrar mas de 12 capas durante el estro.

Este 6rgano tiene la cualidad de distenderse, lo cual es propicio durante el coito y
el parto.

Histolégicamente, es un tubo muscular que se extiende desde el cuello hasta el
vestibulo. Tiene tres capas: (12, 15, 19, 20, 22).

1.5.1. Tunica mucosa-submucosa; tiene un epitelio plano estratificado no
queratinizado (9,15, 19, 20, 22).

1.5.2. Tunica muscular, presentan fibras musculares con disposicion circular y
longitudinal entremezcladas (9, 12, 15, 19, 20).

1.5.3. Tunica advenficia o serosa,; consta de tejido conjuntivo laxo y contiene
grandes vasos sanguineos, nervios y ganglios nerviosos (9, 12, 15, 19, 20, 23).
1.6 VULVA

Presenta labios vulvares, con epitelio estratificado, éste 6rgano al igual que la
vagina reacciona a los niveles sanguineos de estrégenos. Estan cubiertos por piel,
abundante en glandulas apocrinas y sebaceas. En la hipodermis podemos
observar fibras musculares estriadas del musculo constrictor de la vulva. Los
labios estan provistos de pequefios vasos sanguineos Yy linfaticos que se

congestionan durante el estro (12, 15, 19, 20, 22).



1.7 CLITORIS

Esta formado conjuntamente por el cuerpo cavernoso eréctil del clitoris, un
rudimentario glande del clitoris y un prepucio del clitoris, la cerda tiene una
cubierta de tejido fibro-elastico no eréctil. El clitoris posee un gran numero de

linfonddos y terminaciones nerviosas tanto sensoriales como auténomas (12).
2. MODIFICACIONES CiCLICAS DEL EPITELIO VAGINAL

Las modificaciones celulares que se presentan en el epitelio vaginal son de
utilidad zootecnica y su importancia radica en la estimacion del momento del estro
y el diagndstico de la gestacion.

Las modificaciones celulares se presentan principalmente en relacion al estado
endocrino y fisiologico de la cerda. Durante el ciclo estral es posible distinguir las
cuatro etapas o fases del mismo ya sea por biopsia vaginal o citologia exfoliativa.
Estos cambios obedecen a la presencia o ausencia de progesterona o estrégenos,
principalmente. En presencia de progesterona el epitelio se reduce, siendo este de
no mas de seis capaz celulares lo contrario sucede durante la presencia de altos
niveles de estrogenos observandose mas de 12 estratos celulares (12).

El recubrimiento epitelial de la vagina es delgado en el anestro, con tan solo 2 6 3
capas de células; prolifera durante el proestro y puede tener de 12 a 20 capas
celulares de grosor al principio del estro, con queratinizacion en las capas de la

superficie (12).



En el cuadro 5 se describen las caracteristicas histologicas del epitelio vaginal a lo

largo del ciclo estral.

3. FISIOLOGIA DEL APARATO REPRODUCTOR DE LA CERDA

3.1 PUBERTAD DE LA CERDA

Es el momento en que los 6rganos reproductivos maduran y puede llevarse a cabo
la reproduccion. En el macho se caracteriza por la capacidad de copular y
eyacular, en la hembra por la aparicién del estro y la ovulacion (24). Esta es el
resultado de ajustes graduales entre el incremento de la actividad gonadotropina y
la capacidad de las gonadas para iniciar en forma simultanea la gametogénesis y
la esteroidogénesis (25).

La pubertad ocurre en la hembra joven llamada de reemplazo o nulipara,
aproximadamente a los 150 — 180 dias de edad cuando la cerda alcanza un peso
corporal superior a los 75 Kg. (12), cualquier retraso en la manifestacion de esta

modifica los programas de reproduccion de la granja (17, 25).

Durante el periodo prepuberal los ovarios contienen un sinnumero de foliculos
pequefios (2 a 4 mm de diametro) y varios mas grandes (8 a 15 mm). El utero
responde al incremento de la actividad esteroidogenica ovarica durante las ultimas
etapas de dicho periodo, incrementando su tamafno, ocurren cambios graduales en
el metabolismo y en la sensibilidad a los esteroides y a las gonadotropinas. El

utero, por ejemplo, se torna sensible a los esteroides circundantes y aumenta de



peso gradualmente, de 30-60 g que tenia a 150 o inclusive 250 g de peso que
llega a pesar cerca del inicio de la pubertad, también aumenta su tamafo de 20
cm. que mide a los 20 a 100 dias de edad, a los 100 cm. a los 180 dias de edad,
siendo similar el desarrollo de los ovarios, mismos que pueden alcanzar un peso

de 12 g a los 180 dias (25).

La cerda primeriza, no es sensible a gonadotropinas exdgenas antes de los 100
dias de edad, pero entre los 120 y 180 dias, esta sensibilidad es evidente, y es el
periodo en que algunos autores han administrado gonadotropinas, acelerando con
ello la presentacion de la pubertad, sin embargo, en ningun caso ha sido posible
que la cerda quede gestante (25).

Diversos factores influyen en el inicio de la pubertad en la cerda joven y en los
siguientes ciclos estrales, entre los mas importantes se incluyen la linea genética,
los factores ambientales, de alojamiento, farmacoldgicos (24), nutricion y salud en
general (14, 15).

3.2 CICLO ESTRAL

En la hembra se desarrolla un patrén ritmico de acontecimientos fisioldgicos, que
inducen cambios morfoldgicos detectables en el sistema reproductor y cambios en
la conducta animal. Estos cambios fisiologicos y de conducta son ciclicos y
repetitivos (26) y que, por lo que respecta a su presencia en funcién de tiempo,

son gobernados por las hormonas gonadotroficas de la hipdfisis y, también por



influjos locales del utero (26), la secuencia de acontecimientos que ocurren entre
dos estros sucesivos por convencion se denomina ciclo del estro (15). Este tiene
como finalidad preparar las condiciones para que ocurra la monta, la fertilizacion,
la nidacién y el desarrollo del feto. La cerda presenta ciclos estrales a lo largo del
ano, y solo son interrumpidos por la gestacion y los primeros 30 dias de lactancia.
Algunas alteraciones endocrinas también inhiben su presentacion (24).

3.2.1. Endocrinologia del Ciclo Estral

Los diversos tipos de foliculos y estructuras transitorias son la expresion
morfolégica de la accion de diversas hormonas que actuan sobre la génada
femenina, regulandola en forma ciclica.

Las hormonas que actuan sobre el desarrollo folicular son la hormona FSH
(hormona foliculo estimulante) y la LH (hormona luteinizante). Estas hormonas son
producidas y liberadas en la hipdfisis por lo que se conocen con el nombre de
gonadotropinas hipofisiarias. Esto se lleva a cabo después de la pubertad y hasta
que termina la vida fértil de la hembra (21, 25, 27, 35).

La FSH actua sobre determinado numero de foliculos primordiales, promoviendo
su desarrollo y crecimiento. La LH es la encargada de la maduracion final del
foliculo y es indispensable para que se realice la ovulacion, por lo que el momento
adecuado del ciclo se produce un pico ovulatorio de esta hormona (21, 25, 27, 35).
Se ha observado que la FSH induce la formacién de receptores celulares para LH

en las células de la granulosa y las tecas, para que, cuando se eleven los niveles



hormonales de LH, antes de la ovulacion, las células respondan, favoreciendo con
ello la maduracién folicular y la ovulacion (21, 25, 27, 35).

En respuesta a los cambios de concentraciéon de FHS y LH durante el ciclo estral,
los ovarios producen estrogenos y progesterona. Estrogenos es el nombre
genérico de tres hormonas esteroides: estradiol, estriol y estrona, la primera de
ellas es la mas abundante e importante (21, 25, 27, 35).

Las células que forman la teca interna de los foliculos en desarrollo secretan
androgenos, los cuales pasan a las células de la granulosa, donde se
transformaron en estrégenos. Los estrégenos son los principales responsables de
que la hembra acepte al macho durante el estro, ademas, participan con otras
hormonas en el crecimiento de los conductos de la glandula mamaria y favorecen
el aumento del numero de células ciliadas del oviducto (cilogénesis) que participan
en el transporte del évulo (21, 25, 27, 35).

La progesterona es producida fundamentalmente por el cuerpo luteo, y los niveles
sanguineos de esta hormona se elevan después de la ovulacion. La progesterona
es indispensable para el mantenimiento de la gestacién, ya que inhibe las
contracciones uterinas, favorece el crecimiento y secreciéon de las glandulas
endometriales y participa en el crecimiento de ductos y tejido alveolar de la
glandula mamaria (21, 25, 27, 35).

3.2.2.1. Etapas del Ciclo Estral



El ciclo estral de la cerda dura en promedio 21 dias (variaciéon de 18 a 24 dias),

pueden identificarse cuatro etapas: proestro, estro, metaestro y diestro.

3.2.2.1.1. Proestro

Esta etapa dura de 2 a 3 dias, en esta etapa se lleva a cabo el proceso de
crecimiento y maduracion folicular (14) e inicia la regresion del cuerpo luteo del
ciclo previo (25).

Exteriormente esta etapa se caracteriza por un enrojecimiento y tumefaccién de
los labios vulvares, acompanados por variaciones en el comportamiento de la
cerda, que se torna inquieta y deseosa de montar a otras cerdas (14).

Esta caracterizado por la aceleracion del crecimiento folicular bajo la influencia de
la FSH. Los foliculos secretan estrogeno, que a su vez influye en los 6rganos
genitales. EI aumento en las concentraciones de estrégeno suprime las
concentraciones en declive de la progesterona (24, 26).

3.2.2.1.2. Estro

Tiene una duracién de 2 a 3 dias, se define como el periodo de receptividad
sexual, durante el cual ocurren el apareamiento (3, 6, 9, 15, 17, 28,14 ,29).
Durante esta etapa ocurre la maduracion final de los foliculos, los cuales alcanzan
su maximo nivel esteroidogenico, produciéndose un pico preovulatorio de
estrogenos, que desencadenan dos acciones estrechamente ligadas entre si:

1. La entrada de la cerda al estro y,



2. La ovulacion, la cual se produce debido a que los estrégenos
estimulan al hipotalamo, el cual reacciona con un pico de secrecién de
GNrH. (hormona liberadora de gonadotropinas) que, a su vez, provoca una
descarga hipofisiaria de LH hormona responsable del desencadenamiento
de la ovulacion (25), esta ocurre a las 36 horas de iniciado el estro y dura 4

horas aproximadamente.

Durante esta etapa la vagina de la cerda responde a la alta concentracion de
estrdgenos con un engrosamiento del epitelio, el cual alcanza un espesor de 12 a
13 capas, aunque algunas veces pueden llegar a observarse hasta 20 capas.
Ocasionalmente se observan algunas células cornificadas en las capas
superficiales del epitelio y, en el estrato germinativo, algunos leucocitos
intraepiteliales (25, 27).

322121 Tasa de Ovulacion

Dentro de la reproduccion es sumamente importante el numero de crias obtenidas

y esto esta relacionado en gran medida con la tasa ovulatoria (24, 36).

La tasa de ovulacion en la cerda se ve afectada por diversos factores como son: la
linea genética, el numero de parto, la alimentacidn y la estimulacién exdgena, la

cual puede ser por manejo u hormonal, por lo que puede depender de:

1. Desarrollo de la cerda, durante el celo puberal la cerda produce entre 8 y 10

ovulos, y en la cerda adulta se producen de 14 a 20 (24, 25, 27, 36).



Numero de parto, en lo que respecta a este se ha observado que la tasa de
ovulacion se incrementa conforme avanza el numero de parto,
observandose que a partir del parto 3, se tienen la tasa de ovulacion mayor
(25, 27, 36).

Genética, el numero de évulos liberados es heredable (24).

Linea Genética, en este caso, diversos estudios han reportado que las
cerdas de lineas genéticas blancas como son la Yorkshire o Landrace
tienen una tasa de ovulacion mayor que las razas oscuras como la Duroc y
la Hampshire (25, 27, 30).

Ademas se ha observado que la homocigosis disminuye la ovulacion en
comparacion con la heterosis (25, 27, 30).

Consanguinidad, reduce la tasa ovulatoria.

Alimentacion, en lo que corresponde a la alimentacion, en las décadas de
los afos 60’s y 70’s, diversos investigadores reportaron que existia una
correlacion entre los niveles energéticos y la tasa de ovulacion (25,27). Este
efecto se observa sobre todo en las cerdas jovenes, es decir, de reemplazo
o bien en las cerdas que presentan una pobre condicidén corporal (25,27).
Clima, las altas temperaturas pueden reducir la tasa ovulatoria.

La estimulacion exdgena por manejo, es una de las mas utilizadas en las
granjas, siendo esta ya sea con la estimulacién con la presencia de machos

(lo cual da resultados con mucha variacién) o bien con el uso de diversas



instalaciones es decir, se ha reportado que las cerdas alojadas en corral o
pastoreo presentan una mayor tasa de ovulacion que las cerdas alojadas

en jaula.

Con base en lo anterior, el rango de ovulacion en las cerdas es de 13 — 25 6vulos.

3.2.2.1.3. Metaestro

Esta etapa dura de 7 a 8 dias y en ella tiene lugar el desarrollo del cuerpo luteo, el
cual es destruido por la presencia de PGF2 alfa de origen uterino, en caso de no
quedar gestante la cerda, de lo contrario permaneceria hasta el final de la
gestacion (25, 27).

Al inicio del metaestro se puede observar la cornificacion de las capas
superficiales del epitelio vaginal, seguido por la descamacion del epitelio
cornificado hasta que el numero de capas de células epiteliales declina y llega a
solo 3 a 6 (25, 27).

3.2.2.1.4 Diestro

Es la fase del ciclo durante la cual el cuerpo luteo se desarrolla de manera total y
los 6rganos reproductores se encuentran bajo la influencia de la progesterona (14,
24). Tiene una duracién de 6 a 10 dias cuando no ha ocurrido la concepcion, en
cuyo caso el cuerpo luteo es destruido por la liberacion de PGF2 alfa de origen
uterino. En cambio, en el caso de ocurrir la fecundacién los cuerpos luteos

permanecen en los ovarios hasta el final de la gestacién (17, 14, 25, 26, 27).



En el cuadro 6 se describen algunas caracteristicas de las etapas el ciclo estral.
Por otra parte, en referencia al funcionamiento ovarico, el ciclo estral puede
dividirse en dos fases:

1. Fase Folicular

2. Fase Lutea
3.3 Fase Folicular
Esta fase engloba el proestro y estro, tiene una duracién es de 5 a 6 dias, durante
esta etapa se desarrollan los foliculos primarios hasta la ovulacion, momento en el
que culmina esta etapa.
Se caracteriza por la presencia de altos niveles de estrégenos y de la hormona
foliculo estimulante. En el caso de la primera tiene la funcion de estimular al
hipotalamo para la produccion de GNrH para que éste a su vez estimule a la
hipdfisis en la produccién de FSH, la cual estimulara a los foliculos primarios para
llevarlos hasta la condicion de foliculos terciarios. Otra funcién de los estrogenos
es la signologia de estro (24).
3.4 Fase Lutea
También conocida como progestacional dura de 14 a 15 dias y es en esta en la
que los cuerpos luteos se desarrollan, se situa entre la formacion del antro y la
ovulacion. Esta fase corresponde al metaestro y diestro (25, 27).
Se ha observado que en el desarrollo de los foliculos preovulatorios, antes

mencionados, se pueden distinguir 2 etapas:



1. La primera va desde el comienzo del crecimiento folicular hasta la etapa
preantral, sus mecanismos estan poco aclarados.

2. La segunda se sitla entre la formacion del antro y la ovulacién. Se estima
que su duracién es de 16 dias y comienza durante la fase lutea del ciclo

previo, cuando los foliculos tienen un crecimiento lento.

4. METODOS DE DETERMINACION DEL ESTADIO

REPRODUCTIVO EN CERDAS DE REEMPLAZO

Dentro de los métodos para la determinacién del estado reproductivo en el que se
encuentra la cerda se cuenta con la citologia vaginal exfoliativa y la biopsia
vaginal.

4.1 CITOLOGIA VAGINAL EXFOLIATIVA

La citologia estudia las células sin importar los patrones arquitectdénicos de los
tejidos originarios de las células que se examinan. Los aparatos anatdmicos
frecuentemente evaluados por la citologia son: el nervioso, el hemolinfatico, el
aparato tegumentario, el digestivo, el urogenital y el respiratorio (15). Las técnicas
citolégicas son apoyos utiles para la evaluacién de los aparatos reproductores de
hembras y machos. Su utilidad no solo se limita al diagnostico de enfermedades,
ya que tiene valor significativo en la determinacion del potencial reproductor del

macho (evaluacion del semen) y el estadio del ciclo estral en perros y gatos (15).



La mucosa vaginal participa en las variaciones ciclicas del tracto genital. Se
expresan fendmenos de reconstruccion morfolégica a nivel de epitelio, y con base
en las caracteristicas morfolégicas celulares es posible identificar faciimente
cambios/estadios en un frotis vaginal (29).

La citologia vaginal se utiliza en la mayoria de las especies como un método
diagnostico de enfermedades vaginales, uterinas o bien para determinar etapas
del ciclo estral o gestacion (citologia hormonal) (11).

Newberry (1952) y Shutte (1965) reportaron que la citologia vaginal puede ser
utilizada para determinar el momento optimo para fecundar a la perra, asi mismo
Witiak (1967), postuldé que aunque no hay ninguna prueba que pueda reemplazar
completamente al macho como instrumento para la deteccion del estro en la perra,
y por consiguiente el tiempo preciso para el cruzamiento, la aplicacién de frotis
vaginales pueden ayudar a determinar con un alto grado de aproximacién al
momento de la presentacion del estro (31). En el caso de cerdas este método no
ha sido probado.

El examen citolégico para determinar el estado reproductivo en ciertos animales
se basa en el estado de maduracién que las células del epitelio vaginal presentan
a través del proceso exfoliativo (9). También tiene efecto la influencia de hormonas
ovaricas sobre el epitelio vaginal ya que ocasiona cambios citolégicos
caracteristicos que permiten, en la mayoria de los casos, determinar la etapa del

ciclo estral en la que se encuentra la hembra (11).



Las células que forman el epitelio vaginal estratificado plano sin queratina de la
membrana basal hacia la superficie son las siguientes:

4.1.7 Células basales o germinales

Son las mas pequefias que se observan en el epitelio vaginal. Son de forma
esférica u oval, de tamafio uniforme, miden de 5 a 12 micras de diametro, su
nucleo es relativamente grande ocupando casi todo el citoplasma, es redondo,
central, hipercromatico con cromatina vesicular basdfilo en grumos vy
eventualmente se observan nucleolos (4, 5, 6, 7).

4.1.2. Células intermedias

Tienen forma ovalada o poligonal. Su tamafo depende del grado de maduracion y
miden de 20 a 40 micras de diametro, son redondas & poligonales, tienen
contornos bien definidos, su citoplasma es grande y su nucleo vesiculoso, redondo
u oval con una definida envoltura nuclear (4, 5 ,6, 7).

4.1.3. Células superficiales

Son grandes, planas, de forma poligonal, miden de 40 a 80 micras de diametro,
poseen un citoplasma transparente y un nucleo picnético pequeno, con la técnica
de Papanicolau el citoplasma se colorea en rosa. El nucleo presenta cromatina
condensada y un diametro no mayor de 6 micras. Este tipo de células representa
la ultima fase de maduracion del epitelio escamoso (4, 5, 6, 7).

4.1.4. Escamas



Son células enucleadas, estas se observan en gran cantidad durante el estro
debido a la maduracién del epitelio vaginal (4, 5, 6, 7).

De acuerdo a la etapa del ciclo estral en que se encuentren las hembras la
agrupacion, el numero, la forma y la coloracion de las células varian, por lo que es

posible determinar la etapa en la que se encuentren.

4.2 TECNICA

La mayor ventaja en el examen citolégico es que se necesita de un minimo equipo
para su realizacion.

4.2.1. Toma de Muestra

Identificacion de laminilla

Raspar con la espatula de Ayre la mucosa vaginal formando un angulo de 360°, en
sentido de las manecillas del reloj.

El material se coloca sobre un portaobjetos y se disemina formando una pelicula
delgada para producir una monocapa celular (11,15).

4.2.2. Fijacion

Uno de los pasos mas importantes en la toma de muestras para el estudio
citolégico, es la fijacion inmediata del material, ya que de esto depende la buena
conservacion de las células, lo que evitara una mala interpretacion de las mismas

y permitira un diagnostico acertado (11), el objetivo de ésta es conservar las



caracteristicas citomorfoldégicas esenciales. Una vez tomada la muestra sin que
estas se hayan secado, se procede a fijarlas inmediatamente con el fin de:
inactivar las enzimas autoliticas, evitar la oxidacidn, alteraciones morfolégicas y
cambios a la tincion celular (32).

Los frotis que se tiflen con Papanicolaou, deberan fijarse en etanol al 95% cuando

aun estan humedos (11y 12).

4.2.3. Tincion de Papanicolau Modificada
1. Lavar con agua (10 segundos)
2. Hematoxilina (4 minutos)
3. Lavar con agua ( 10 segundos)
4. Alcohol acido (Pase rapido, 1 segundo)
5. Lavar con agua (10 segundos)
6-8 Etanol 96% (10 segundos, 3 cambios)
9. OG6 (1.31 minutos)
10-12 Etanol 96% (10 segundos, 3 cambios)
13. EA-50 (5 minutos)
14-16 15 Etanol 96%(10 segundos, 3 cambios)
17 Etanol absoluto (10 segundos)
18-20 Xilol (10 segundos, 3 cambios)

20. Montar con resina



21. Observacioén en el microscopio
4.2.4. Observacion al microscopio
Esta se realiza con la ayuda de un microscopio fotonico con los objetivos 10X y

40X.

4.3 BIOPSIA VAGINAL

4.3.1 Toma de muestra

Se utilizé6 un sacabocados que se introdujo por la vulva y se adosé a la pared
vaginal, posteriormente se realizé un giro de 360°, para tomar la muestra.

4.3.2. Fijacion de Tejidos

El proceso de fijacion no solo preserva los tejidos deteniendo la autélisis sino que
también permite que los tejidos permanezcan sin cambios luego de subsecuentes
tratamientos. La formalina neutra al 10% estabilizada, esta considerada como el
mejor fijador para especimenes patoldgicos porque preserva estructuras, requiere
de un periodo de fijacion corto, puede ser usada para la conservacion de muestras
a largo plazo y penetra rapidamente en el tejido (32).

4.3.3. Procesamiento de Tejidos

Deshidratacion, Aclaracion e Infiltracion



Estos son pasos esenciales designados para remover toda el agua que se pueda
extraer de los tejidos y reemplazarla por un medio que se solidifique para asi
permitir el corte de tejidos (32).
Tiempo total de procesamiento (3-4 hrs.)

1. Enjuague muy breve en agua corriente.

2. Si es necesario, colocar en alcohol al 80%

3. Alcohol al 95%, 3 cambios de 15 a 20 minutos.

4. Alcohol absoluto, 3 cambios, 15 minutos cada uno.

5. Partes iguales de alcohol absoluto y xileno, 15 minutos.

6. Xileno, 2 cambios, 15 minutos c/u.

7. Parafina, 3 cambios, 15 minutos c/u.

8. Parafina, al vacio de 15 a 20 minutos

9. Incluya
4.3.4. Inclusion en parafina
Inclusion, es el proceso de rodear un tejido con una sustancia firme como la
parafina, para poder obtener secciones delgadas; esta es una mezcla de
hidrocarburos sélidos derivados del petréleo. La parafina es blanca o incolora e
inodora. Las parafinas blandas tienen un punto de fusién alrededor de los 45°C.
Las parafinas duras se derriten cerca de los 60°C y son los mejores para tejidos
duros. Sin embargo para uso en laboratorio se recomienda una parafina que se a

56 °C (32).



4.3.4.1 Mafterial para inclusion
1. Moldes de inclusion
2. Moldes plasticos
3. Moldes de descarte
4. Unidades de Inclusiéon multiple

5. Centros de inclusion

4.3.5 Proceso

Usando pinzas calentadas en un calentador comercial o un mechero de Bunsen
para prevenir que la parafina se adhiera a las pinzas, remueva una cajilla
procesadora que contiene el tejido impregnado del area de espera en parafina.
Abra la cajilla para examinar la muestra de tejido. Seleccione el molde adecuado
de acuerdo con el tamafo de la cajilla y coléquelo en el fondo del molde.
Transfiera el molde del plato caliente al plato frio. La parafina rapidamente va a
formar una capa, delgada pero solida, en el fondo del molde. Suavemente oprima
las superficies del tejido que se va a cortar contra la capa solida que lo va a
mantener en la posicion deseada. El tejido y la cera solidificada permanecen
unidos a la cajilla de inclusién, formando un bloque de parafina que en ese
momento esta listo para seccionarse (32).

4.3.6. Tincion hematoxilina y eosina



1. Lavar las secciones con agua corriente.
2. Tefir con Hematoxilina durante (5 — 20 minutos).
3. Lavar en agua corriente (2 minutos).
4. Diferenciar 0.5 alcohol acido por algunos segundos
5. Si los nucleos estan suficientemente tenidos, azular en sustituto de agua
corriente de Scout durante 5 minutos o como alternativa, en 2% de acetato
de potasio durante 5 minutos.
6. Lavar las secciones en agua corriente.
7. Tefir en 1% de eosina alcohdlica (3-5 minutos).
8. Retirar el exceso de eosina enjuagando las secciones en alcohol absoluto.
9. Aclarar en xileno.
10. Montar en medio de resina sintética.
4.3.7 Medlios de Montaje
El paso final en la preparacion del portaobjetos, es el de cubrir la porcidon que
contiene el tejido con un vidrio muy delgado, la laminilla cubreobjetos.
Esto hace que la lamina sea permanente y permite el examen microscépico. Para
cubrir la laminilla existen tres medios que se pueden usar: resinas naturales,
resinas sintéticas o medios acuosos (32).
4.3.8 Observacion al microscopio
Esta se realiza con la ayuda de un microscopio foténico con los objetivos 10X y

40X.



IV OBJETIVO GENERAL

Establecer la comparacion entre la citologia vaginal exfoliativa y la biopsia vaginal
en la determinacion de las etapas del ciclo estral, asi como establecer si existe
mayor deteccion de cerdas en estro dependiendo de la edad y del método de

diagnostico utilizado (citologia vaginal exfoliativa y biopsia vaginal).



V. OBJETIVO ESPECIFICO

Determinar el porcentaje de cerdas puberes de diferentes edades que son
reproductivamente aptas para formar parte del grupo de hembras de

reemplazo.



VI. HIPOTESIS

El método de citologia vaginal es mejor en la deteccion del estro en comparacion

con la biopsia vaginal.



VIl. MATERIAL Y METODOS

7.1 LOCALIZACION GEOGRAFICA

El estudio se realizé en una explotacion intensiva con 2500 cerdas, localizada en
el municipio de Perote ubicado en el Estado de Veracruz (34).

Perote, esta localizado en las siguientes coordenadas geograficas: 19° 34', latitud
norte, 97°15 latitud oeste, con una altura promedio de 2465 msnm (34).

El clima es frio-seco-regular con una temperatura promedio de 12°C; su
precipitacion pluvial media anual es de 493.6 mm.

7.2 ANIMALES EXPERIMENTALES

Se utilizaron 230 cerdas divididas en dos fases:

Fase 1, se contd con 50 cerdas prepuberes hibridas entre 90 y 120 Kg. de peso,
clinicamente sanas a las cuales se les determiné la etapa del ciclo estral en la
que se encontraban por los métodos de citologia vaginal exfoliativa y biopsia

vaginal.

Fase 2, se contd con 180 cerdas hibridas de diferentes edades (180, 190, 203,
210, 217 y 224 dias de edad), en grupos de 30 cerdas cada uno y clinicamente
sanas. Se mantuvieron en confinamiento total durante todo el proyecto, bajo
condiciones de ambiente controladas y se les determind la etapa del ciclo estral

en la que se encontraban por el método de citologia vaginal exfoliativa.



7.3 PROCEDIMIENTO

7.3.1 Fase 1

Se realiz6 el muestreo con las técnicas de citologia vaginal exfoliativa y biopsia
vaginal a las cerdas que se sometieron al manejo de rutina de la granja, con la
finalidad de realizar una comparacion entre ambas técnicas.

Dichas muestras fueron identificadas y para el caso de la citologia vaginal
exfoliativa, los frotis fueron fijados en alcohol al 96% para posteriormente ser
procesados bajo la tincion de Papanicolau modificado logrando con ello la
caracterizacion de las células presentes en cada muestra y definir la fase del ciclo
estral en la que se encontraba cada una de las hembras muestreadas.

Para el caso de las biopsias vaginales, éstas fueron depositadas y fijadas en
formol al 10% y posteriormente fueron envueltas en papel filtro para ser
encapsuladas y enviadas al laboratorio para su posterior inclusion en parafina y
ser tefiidas con la tincion de hematoxilina y eosina; finalmente las laminillas fueron
observadas al microscopio fotdnico con los objetivos 10X y 40X.

7.3.2. Fase 2

Se colectaron muestras de las hembras con la ayuda de una espatula de Ayre,
para ser procesadas con el método de citologia vaginal exfoliativa, dichas

muestras fueron identificadas y fijadas en alcohol al 96% para posteriormente ser



tefidas con la tincidn de Papanicolau modificado con la finalidad de lograr la
caracterizacion de las células presentes en cada muestra y definir la fase del ciclo
estral en la que se encuentra cada hembra muestreada.

Finalmente las laminillas obtenidas en ambas fases fueron observadas con un

microscopio profesional marca UKA, con los objetivos 10X y 40X.



VIII. ANALISIS ESTADISTICO

El numero de muestras obtenidas de las cerdas en las diferentes etapas del ciclo
estral fueron analizadas por estadistica descriptiva por medio de tablas de
frecuencia y mediante la utilizacién del método de Ji cuadrada, no encontrando

diferencia significativa (p>0.05) (33).



IX. RESULTADOS

9.1 Fase 1

En la grafica 1, se observa el numero de cerdas en las diferentes fases del ciclo
estral, identificadas mediante citologia vaginal exfoliativa, donde se observa que
de 50 cerdas, 10 estaban en diestro (imagen 1y 2), 13 en proestro (imagen 3 y 4),
18 en metaestro (imagen 5y 6) y 9 cerdas en estro (imagen 7,8,9 y 10), es decir
22 cerdas en la fase folicular, proximas a iniciar su pubertad, mientras que 28 se
encontraban en la etapa prepuberal.

En la grafica 2, se observan los siguientes resultados a partir del método de
biopsia vaginal; 9 cerdas en diestro (imagen 11), 22 cerdas en metaestro (imagen
12), 10 cerdas en proestro (imagen 13) y 9 en estro (imagen 14), es decir 19
hembras en la fase folicular, préximas a iniciar su pubertad, mientras que 31 se
encontraban en la etapa prepuberal.

En la grafica 3, se observa la comparacion de ambas técnicas donde se observa

gue ambas son eficaces para determinar las diferentes etapas del ciclo estral.

9.2 Fase 2

En la grafica 4, se muestra el numero de cerdas de diferentes edades que se

detectaron en la etapa de diestro (imagen 1 y 2), obteniéndose 13 cerdas a los



180 dias, 8 cerdas a los 190 dias, 2 cerdas a los 203 dias, 4 cerdas a los 210 dias,
5 cerdas a los 217 dias y 6 cerdas a los 224 dias de edad.

En la grafica 5, se muestra el numero de cerdas de diferentes edades que se
detectaron en la etapa de proestro (imagen 3 y 4), obteniéndose 10 cerdas a los
180 dias, 9 cerdas a los 190 dias, 13 cerdas a los 203 dias, 9 cerdas a los 210
dias, 12 cerdas a los 217 dias y 3 cerdas a los 224 dias de edad.

En la grafica 6, se muestra el numero de cerdas de diferentes edades que se
detectaron en la etapa de estro (imagen 7,8,9 y 10), obteniéndose, 4 cerdas a los
180 dias, 4 cerdas s los 190 dias, 4 cerdas a los 203 dias, 11 cerdas a los 210
dias, 6 cerdas a los 217 dias y 8 cerdas a los 224 dias.

En la grafica 7, se muestra el numero de cerdas de diferentes edades que se
detectaron en la etapa de metaestro (imagen 5 y 6), obteniéndose, 3 cerdas a los
180 dias, 9 cerdas a los 190 dias, 11 cerdas a los 203 dias, 6 cerdas a los 210
dias, 7 cerdas a los 217 dias y 13 cerdas a los 224 dias.

El 46.11% del total de las cerdas se encontraban en fase folicular.

Se identificd el 20.5% de cerdas en estro, a una edad de 210 a 224 dias.

Se identificaron 93 hembras en la fase folicular lo que equivale al 51.66 % y 87

hembras en la fase luteal equivalente al 48.3%.



X. DISCUSION

Puede haber circunstancias en que sea necesario recurrir a métodos poco
habituales para detectar el estro en las hembras, esto debido a que se ha
reportado que hasta un 25% de las cerdas de reemplazo que entran a la granja
presentan anestros y son mantenidas

por determinado tiempo, o bien son desechadas.

La literatura menciona que el frotis vaginal es un indicador pobre de la etapa del
ciclo estral en la cerda (12). Sin embargo, de acuerdo a los resultados obtenidos
en este trabajo, se logré determinar la diferenciacion de las diversas etapas del
ciclo estral, con mayor facilidad en la fase lutea que en la fase folicular,

observandose que la deteccion del estro fue eficiente mediante ambos métodos.

Rodgers et al. (1993) realizaron un estudio en cerdos miniatura en Yucatan,
mediante citologias vaginales tefiidas por métodos hematoldgicos. Las células
epiteliales se clasificaron en: superficiales, intermedias y parabasales, éstas
alcanzaron mayor frecuencia de aparicion durante el estro, disminuyendo
notablemente durante el diestro y aumentando de nuevo durante el proestro. Los

recuentos combinados de células superficiales mas intermedias fueron



significativamente mayores durante el estro que en el resto de las fases del ciclo.
Los autores concluyeron que se podia emplear el examen diario de frotis
vaginales para la deteccion de estro (18), lo cual es similar a lo observado en el
presente estudio donde se aprecio de igual forma la variaciéon en la presentacion
de los diferentes tipos de células en las diferentes etapas del ciclo estral y se
logro determinar que el 20.5% de las cerdas muestreadas se encontraban en
estro en el momento del estudio y el 35.5% de éstas se encontraban en la fase

folicular.

Olvera J. (1994), observé mediante un estudio realizado en 6 cerdas de tres
meses y medio de edad, un patrén celular similar a lo largo de un periodo de 21
dias, por lo que concluyo, que no era posible determinar el momento exacto en
que se presentaba la pubertad en la cerda por el método de citologia vaginal
exfoliativa, lo cual no concuerda con los resultados obtenidos en este estudio,
ya que como se menciono anteriormente se distinguieron diferentes patrones
celulares, logrando identificar el 35.5% de las cerdas en fase folicular (proestro y

estro).

Rios et al (1999), realizaron un estudio con 11 monos hembras, detectando
cambios en periodos definidos en la proporcion de células epiteliales, encontrando
en la fase folicular se una elevacion acelerada de células superficiales, cuya

presencia pasa de un 30% cuatro dias posteriores a la manifestacion de niveles



basales de progesterona, hasta llegar a 70% al final de la fase folicular. También
se aprecio la presencia de células basales e intermedias dispersas en formaciones
aisladas tipo cumulo. Se detecta ademas, que el frotis obtenido se mantuvo
siempre consistentemente espeso y sucio e incluso grumoso por la presencia de
moco abundante. Mientras que en la fase luteinica se identifico la presencia de
células intermedias y basales. En el frotis las células superficiales disminuyeron
notablemente a un 18%. Lo anterior concuerda con los resultados obtenidos en
este estudio ya que al identificar células basales caracteristicas de la etapa del
diestro, estas mostraban un agrupamiento caracteristico en forma de racimo de
uvas y la consistencia del frotis de igual forma era espeso y sucio por la presencia
del moco.

Calderdn ef al. (2000), realizaron un estudio en 120 hembras murciélagos de la
subespecie Artfibeus jamaicensis yucatanis, encontrando la diferenciacion de la
etapa del ciclo estral: proestro, estro, metaestro y diestro, lo cual concuerda con
este estudio ya que también se lograron identificar las diferentes etapas del ciclo
estral, sin embargo como ya se ha mencionado, esta diferenciacién se dificulta en
la fase folicular debido a la transicion del epitelio vaginal por la influencia
hormonal.

Marquez (2002), realizé un estudio en 6 ratas magueyeras (Neofoma albigula),
observando la mayor cantidad de células intermedias y células cornificadas ocurrio

cuando el numero de leucocitos y de células basales disminuyd de manera



considerable. En la mayoria de los mamiferos durante el estro solo se encuentran
células cornificadas, superficiales 6 ambas, sin embargo, en el caso de estas ratas
no se mostré esta tendencia, ya que durante el estro se observaron también
células basales, intermedias y leucocitos. En el presente trabajo la presencia de
leucocitos en los frotis vaginales se observaron en la fase folicular y en el caso del
estro se identificaron células superficiales y escamas en mayor cantidad.

Diversos autores mencionan que la citologia vaginal exfoliativa, es un método
eficaz en la determinacion del estro en perras. En la segunda fase de este trabajo
identificamos 37 cerdas en estro, lo que equivale al 20.5 %, identificandose el
mayor numero de éstas, en la edad de 210 a 224 dias, de igual forma se
identificaron 33 cerdas dentro de las edades de 180-190 dias de edad en la fase
luteal, y 55 cerdas de 203 - 217 dias de edad en la fase folicular; en las cerdas
dentro de los 224 dias de edad se identificaron cerdas que entraban nuevamente
a la fase luteal, debido, a que estaban cumpliendo su tercer ciclo estral.
Comparando ambas técnicas se puede concluir que ambas son eficaces en la
diferenciacion de las etapas del ciclo estral, sin embargo existen otros factores que
se deben tomar en cuenta, como se mencion6 anteriormente; la biopsia vaginal es
un método invasivo (traumatico), que requiere por lo menos de 48 hrs. para emitir
un diagndstico, por lo que otro método con mayor ventaja, es la citologia vaginal

exfoliativa.



XI. CONCLUSIONES

1.

Ambos métodos son eficaces en la determinacion de la diferenciacién de
las etapas del ciclo estral.

Se recomienda la citologia vaginal exfoliativa ya que es una herramienta util
para obtener informacion sobre el estado reproductivo de la cerda, sin
danar 6 causar molestia en el animal ya que no es un método traumatico y
su diagnéstico puede ser dentro de las primeras 24 horas.

Con ambos métodos se logro la deteccion de las mismas cerdas en estro
durante la primera fase.

En la segunda fase, se logro identificar el mayor numero de cerdas en estro
a la edad de 210 dias.

El porcentaje de cerdas prepuberes identificadas como aptas para
integrarse a la piara en este trabajo fue de 78.8 %, equivalente a 142

cerdas.



XIl. CUADROS, GRAFICOS E IMAGENES

Cuadro 1. Algunas dimensiones y caracteristicas del ovario

Forma Forma de baya (racimo de uvas)
Foliculos maduros
Cantidad Hasta 25

Diametro (mm) 10-15 mm

Cuerpo luteo maduro

Forma Esferoide u ovoide
Diametro 10-15 mm
Duracion Ciclo estral 18-24 dias
Gestacion 112-114 dias

Fuente : Dyce,1999 y Banks ,1996.




Cuadro 2.Caracteristicas de los foliculos ovaricos.

Estructura

Caracteristicas

Foliculos

(Unilaminares,

Primordiales

Se componen de un ovocito primario rodeado por un

epitelio escamoso simple de células foliculares, de

preantrales y en | aproximadamente 40 micras de diametro. Estan

reposo) rodeados de una lamina basal (29,31 y 35).

Foliculos Primarios | Se compone de un ovocito primario rodeado por un

(Unilaminares, epitelio de células foliculares que pueden ser cuboidal

preantrales y en | simple a simple cilindrico (29,31 y 35).

crecimiento)

Foliculos Secundarios | Se componen de un ovocito primario rodeado por un

(Miultilaminares, epitelio estratificado de células foliculares poliédricas

prenatrales y en | denominado células de la granulosa. La estratificacion

crecimiento) de las células de la granulosa se origina en las células
foliculares proliferantes del foliculo primario. Se
caracterizan por el desarrollo de la zona pelucida, una
capa glicoproteica de 3 — 5 mm de grosor, que se situa
alrededor de la membrana plasmatica del ovocito. La
zona pelucida se forma mediante secreciones de las
células de la granulosa que rodean al ovocito y, en
parte, por el propio ovocito (29,31 y 35).

Foliculos Terciarios | También llamados foliculos vesiculares o de Graaf, se

(Multilaminares, componen de un ovocito primario (o, en la mayoria de

antrales y en | las especies, de un ovocito secundario inmediatamente

crecimiento)

antes de la ovulacion) rodeado de un epitelio

estratificado denominado cumulo vigero. El antro




folicular que caracteriza a los foliculos terciarios, se
forma cuando las fisuras llenas de liquido de las células
de la granulosa de los foliculos secundarios se funden
para formar una gran cavidad que contiene el liquido
folicular. Al final de este foliculo terciario, fase
inmediatamente anterior a la ovulacion, los foliculos son

llamados foliculos maduros (29,31 y 35).

Fuente:

Arancibia S., Martinez G., Trujillo O, 2001.




Cuadro 3. Caracteristicas de las estructuras no foliculares del ovario.

Estructura

Caracteristica

Cuerpo hemorragico

Se forma después de la ovulacion al producirse la
ruptura de la pared ovarica y por ende de los vasos
sanguineos, por lo que el foliculo se llena de
sangre, dando origen al cuerpo hemorragico, a
partir del cual se formara el cuerpo luteo al ser
invadido el coagulo por células de la granulosa y la

teca.

Cuerpos luteos
diferente estado

desarrollo o regresion

en
de

Las células del cuerpo hemorragico que
corresponden a las células de la granulosa y a las
células de la teca interna comienzan una
transformaciéon denominada luteinizacion que
consiste en el aumento de volumen (hipertrofia) y
del numero de células (hiperplasia), las cuales
ademas sufren modificaciones bioquimicas y
morfologicas. El proceso de luteinizacion da por
resultado el desarrollo de células con capacidad
esteroidogénica, en la que se observa una
acumulacion de lipidos en el citoplasma, por lo que
estas células, ahora reciben el nombre de células
luteas. La estructura que se forma por la invasién
del cuerpo hemorragico con células luteas se

conoce como cuerpo luteo

Cuerpo blanco

(corpus albicans)

Si no se presenta la gestacion, el cuerpo luteo sufre
regresion (luteolisis), ocurriendo proliferacion del
tejido  conjuntivo, formandose una cicatriz

denominada cuerpo blanco, que sera reabsorbida




paulatinamente

Fuente: Arancibia S., Martinez G., Trujillo O, 2001.

Cuadro 4.Dimensiones del utero de la cerda

Tipo Bipartido
Longitud

Cerda no gestante 60 a 100 cm.
Cerda gestante 180 a 220 cm.

Fuente: Dyce,1999 y Banks ,1996.




Cuadro 5. Caracteristicas histologicas del epitelio vaginal a lo largo del ciclo estral.

ETAPA

CARACTERISTICAS

PROESTRO

10 o0 menos capas celulares
No descamacion o cronificacion.
En el estroma subepitelial es posible

encontrar algunos polimorfonucleares.

ESTRO

13 — 20 capas

Ocasionalmente se observan células
cornificadas en las capas superficiales
del epitelio.

Estrato germinativo con presencia de

algunos leucocitos intraepiteliales.

METAESTRO

Al inicio se observa cornificaciéon de las
capas superficiales, seguido por la
descamacion del epitelio cornificado.
Presenta de 3-6 capas celulares.
Pueden observarse células leucocitarias

intraepiteliales organizadas.

DIESTRO

Presenta de 3-6 capas celulares.
No infiltracidn linfocitaria subepitelial,

ni intraepitelial.

Fuente: Arancibia S., Martinez G., Trujillo, 1999.




Cuadro 6. Caracteristicas de las etapas del ciclo estral.

FASE FOLICULAR

Proestro

3-4 dias

Hiperemia

50 foliculos (2-5 mm)
Maduran 10-20 (8-11mm)

Estro

2-3 dias (Solo sino existe
gestacion o lactacion)

Reflejo de inmovilidad

Vulva edematosa hiperémica
Eclosion folicular, liberacién de
ovocitos (38-42 hrs. después

de iniciado el estro)

FASE LUTEINICA

Metaestro

7-8 dias
Cuerpo luteo progesterona (P4)
Si gestacion: P4 inhibe fase

folicular.

Diestro

Si no hay fecundacién -
preparacion para el siguiente
celo.

Represion del cuerpo luteo.

Inicio de fase folicular.

Fuente: FEDNA, 2001




Cuadro 7. Hormonas involucradas en la reproduccion de la cerda y su funcién.

Tipo de Hormona

Nombre

Funcioén

Hormonas Ovaricas

Estrégenos 17
beta estradiol
(E2)

Secretada por los foliculos ovaricos.
Bajos niveles hasta el dia 10, con
maximo el dia 17.

Secrecién paralela al crecimiento
folicular.

En una primera fase inhibe LH/FSH
para mas tarde favorecer el pico
preovulatorio de LH y otro posterior de
FSH.

Progesterona
(PG4)

Secretada por cuerpo luteo.

Inhibe GnRH - la fase folicular.
Mantiene altos niveles durante la
gestacion.

Si no hay fecundacion, la caida de PG
4 produce un aumento primero de

FSH y posteriormente de estrégenos.

Hormonas Uterinas

Prostaglandinas
PGF

Producida antes del final de la fase
luteinita, transportada a través de la
vena ovarica, actua sobre el cuerpo
luteo (luteolisis) dias 158-16 del ciclo
de hembras no gestantes, iniciando la

disminucién de la secrecion de PG4.




Si hay fecundacion, los estrogenos
hacen que la PGF2 alfa se libere
dentro del utero, por lo que no
alcanza el cuerpo luteo, no hay
luteolisis, se mantienen los niveles de

PG4 y continua la gestacion.

Hormonas

Hipofisiarias

LH

Secreciéon pulsatil controlado por
GNrH.

Pico pre-ovulatorio coincidiendo con
la caida de la secrecion estrogeénica.
Ovulacion, diferenciacion de las
células foliculares y formacion del

cuerpo luteo.

FSH

Dos picos: wuno simultaneo al
preovulatorio de LH y el segundo 2 o
3 dias después del estro.

Maduracién folicular

Prolactina

Pico maximo tras secrecion
preovulatoria de LH seguida de

segundo pico tras el dia 2 del ciclo.

Fuente: FEDNA, 2001




Cuadro 8. Numero de cerdas detectadas en las diferentes fases del ciclo estral.

(Fase 1)

ETAPA DEL CICLO ESTRAL | Biopsia | Citologia
DIESTRO 9 10
PROESTRO 10 13
ESTRO 9 9
METAESTRO 22 18

No se encontro significancia estadistica P >0.05



Cuadro 9. Numero de cerdas de diferentes edades detectadas en las diferentes

fases del ciclo estral (Fase 2)

ETAPA DEL CICLO ESTRAL | 180 dias | 190 dias | 203 dias | 210 dias | 217 dias | 224 dias
DIESTRO 13 8 2 4 5 6
PROESTRO 10 9 13 9 12 3
ESTRO 4 4 4 11 6 8
METAESTRO 3 ) 11 6 7 13

No se encontro significancia estadistica P >0.05
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diferentes etapas del ciclo estral.



BIOPSIA

gt.-E

Diestro Proestro Estro Metaestro

Numero de cerd:
—
o

Etapas del ciclo estral

B Cerdas detectadas con biopsia

Grafica 2. Numero de cerdas detectadas con biopsia vaginal en las diferentes

etapas del ciclo estral.
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Gréfica 3. Comparacion de ambos métodos (ci tologia vaginal exfoliativa y

biopsia vaginal) en la diferenciacion de las etapas del ciclo estral.
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Grafica 4. Numero de cerdas de diferentes edades detectadas en diestro.
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Grafica 5. Numero de cerdas de diferentes edades detectadas en proestro.
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Grafica 6. Numero de cerdas de diferentes edades detectadas en estro.
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Grafica 7. Numero de cerdas de diferentes edades detectadas en metaestro.

IMAGENES CITOLOGIA VAGINAL

-

Imagen 1.
Microfotografia de células basales, tehidas con Papanicolau, 400X, caracteristicas del

diestro.



Imagen 2.

Microfotografia de células basales, t§ 1| | con Papanicolau, 400X, caracteristicas del

diestro.

!

Imagen 3.
Microfotografia de células intermedias (1) y superficiales (2), tefidas con Papanicolau,

400 X, caracteristicas del proestro.



Imagen 4.
Microfotografia de células intermedias (1), superficiales (2) y leucocitos (3), tefidas con

Papanicolau, 400X, caracteristicas del proestro.

Imagen 5.



Microfotografia de células superficiales, tenidas con Papanicolau, 400X, caracteristicas de

estro.
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Imagen 6.

Microfotografia de células superficiales tefiidas con Papanicolau, 100X, caracteristicas de

estro.

Imagen 7.



Microfotografia de escamas, tefiidas con Papanicolau, 400X, caracteristicas de estro.

Imagen 8.

Microfotografia de escamas tefidas con Papanicolau, 400X, caracteristicas de estro.

Imagen 9.
Microfotografia de células intermedias, tefidas con Papanicolau, 400X, caracteristicas del

metaestro.



Imagen 10.
Microfotografia de células intermedias, tefiidas con Papanicolau, 400X, caracteristicas del

metaestro.

IMAGENES BIOPSIA VAGINAL

Imagen 11.



Microfotografia de un corte de epitelio vaginal tefido con hematoxilina y eosina de la

etapa de diestro, 400X.

Imagen 12.
Microfotografia de un corte de epitelio vaginal tefiido con hematoxilina y eosina de la

etapa de mestaestro, 400X.

Imagen 13.
Microfotografia de un corte de epitelio vaginal teflido con hematoxilina y eosina de la

etapa de proestro, 400X.



Imagen 14.
Microfotografia de un corte de epitelio vaginal tefido con hematoxilina y eosina de la

etapa de estro, 400X.
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ANEXOS

Anexo 1. Tabla de recoleccion de datos de la fase 1, en la que se proporciona la
identificacion de la hembra y la identificacion de la etapa del ciclo estral en la que
se encontraba cada cerda muestreada por los métodos de citologia vaginal

exfoliativa y biopsia vaginal.

GRUPO 1 (180-190 DIAS DE
EDAD)

IDENTIFICACION BIOPSIA CITOLOGIA
1 ME ME
2 ME ME
3 ME PR
4 ME ME
5 ME ME
6 ME-DI DI
7 ME ME
8 ES ES
9 ME ME
10 ME ME
11 ES ES
12 ME PR
13 ES ES
14 ME-DI ME
15 DI DI
16 PR PR
17 ME ME
18 DI DI
19 DI DI
20 DI DI
21 ME ME
22 ME ME
23 PR PR
24 DI DI
25 PR PR
26 ES ES
27 ME ME
28 ME ES
29 PR PR
30 DI DI
31 PR ME
32 ES ES




33 PR PR
34 ME ME
35 ME ME
36 PR PR
37 ME PR
38 DI DI
39 ES ES
40 PR PR
41 DI DI
42 PR PR
43 ME ME
44 ME ME
45 ES ES
46 ES ES
47 PR PR
48 ES PR-ES
49 DI DI
50 ME ME




DI: Diestro, PR: Proestro, ES: Estro, ME: Metaestro

Anexo 2. Tablas de recoleccion de datos de la fase 2 en la que se proporciona la
identificacion de la hembra y la identificacion de la etapa del ciclo estral en la que
se encontraba cada cerda muestreada por el método de citologia vaginal

exfoliativa a diferentes edades.

GRUPO 1 (180 DIASDE EDAD) GRUPO 2 (190 DIAS DE EDAD)
IDENTIFICACION CITOLOGIA IDENTIFICACION CITOLOGIA
i AN i ME
2 ME 2 ME
3 PR 3 PR
4 AN 4 ME
5 ES 5 PR
6 PR 6 AN
7 AN 7 ME
8 ME 8 ES
9 PR 9 ES
10 PR 10 ME
11 AN 11 PR
12 PR 12 PR
13 ES 13 AN
14 AN 14 PR
15 PR 15 PR
16 PR 16 AN
17 AN 17 PR
18 AN 18 PR
19 ES 19 ME
20 PR 20 ES
21 PR 21 ME
22 ME 22 PR
23 PR 23 ME
24 AN 24 AN
25 ES 25 ES
26 AN 26 AN
27 AN 27 AN
28 AN 28 AN
29 AN 29 AN
30 AN 30 ME




DI: Diestro, PR: Proestro, ES: Estro, ME: Metaestro

GRUPO 3 (203 DIAS DE EDAD)

GRUPO 4 (210 DIAS DE EDAD)

IDENTIFICACION

CITOLOGIA

1

ME

2

PR

PR

PR

ME

ES

ME

ME

DI

10

ES

11

PR

12

PR

13

ME

14

PR

15

PR

16

DI

17

PR

18

PR

19

PR

20

ME

21

ME

22

ME

23

PR

24

ME

25

ES

26

PR

27

ME

28

PR

29

ME

30

ES

IDENTIFICACION | CITOLOGIA
1 ES
2 PR
3 ES
4 PR
5 DI
6 ES
7 ME
8 PR
9 PR
10 ES
11 PR
12 ES
13 ES
14 PR
15 ME
16 PR
17 DI
18 ME
19 ES
20 ME
21 DI
22 ES
23 PR
24 ES
25 ME
26 PR
27 ME
28 ES
29 ES
30 DI




DI: Diestro, PR: Proestro, ES: Estro, ME: Metaestro

GRUPO 5 (217 DIAS DE EDAD)

GRUPO 6 (224 DIAS DE EDAD)

IDENTIFICACION CITOLOGIA
1 PR
2 PR
3 PR
4 DI
5 DI
6 PR
7 PR
8 DI
9 PR
10 ME
11 PR
12 ES
13 PR
14 ES
15 DI
16 ME

ES

T

IDENTIFICACION CITOLOGIA
1 PR
2 ES
3 ME
4 ES
5 DI
6 ME
7 ME
8 ME
9 PR
10 DI
11 ME
12 ME
13 PR
14 ES
15 DI
16 DI
17 ME




DI: Diestro, PR: Proestro, ES: Estro, ME: Metaestro
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