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1. RESUMEN

Con el proposito de obtener un conocimiento mas amplio sobre el ciclo reproductivo de
algunos mamiferos silvestres en cautiverio, conocimiento importante para la elaboracion
de proyectos de recuperacion y conservacion de los mismos y teniendo en cuenta que el
campo de la citologia reproductiva en especies silvestres es limitado resultando en escasos
articulos cientificos., el objetivo del presente trabajo es generar un documento de citologia
reproductiva tanto de la hembra como del macho mamifero silvestre en forma de atlas,
citologias obtenidas a partir de los ejemplares de la Direccion General de Zoologicos y
Vida Silvestre (DGZVS) en situaciones diagnosticas normales y patologicas variables. En
especial tiene un apartado de seguimiento del ciclo estral por citologia vaginal en el Lobo
gris mexicano (Canis lupus baileyi) y el Panda gigante (Ailuropoda melanoleuca) ya que
en estas especies se ha venido utilizando con resultados exitosos para programas de
reproduccién en cautiverio. No es un texto que cubra todas las condiciones, pero ofrece

una variedad de caracteristicas y patrones de los cuales, cada uno, interesa al area a fin.

La seleccion de muestras incluy6 una busqueda retrospectiva de los archivos de laminillas
del laboratorio de patologia de la DGZVS de todos los casos de citologia reproductiva de
mamiferos del 2007 al 2010, independientemente del método de toma (citologia
exfoliativa, puncidon con aguja fina, raspados e improntas), ya sea obtenidos a partir de
muestreo de animales in vivo o post-mortem; del tracto reproductor de la hembra (Utero y
vagina principalmente) como del tracto reproductor del macho (testiculo y prostata). Las
muestras no discriminaron el estado clinico del aparato reproductor, ya que se buscaba
tener imagenes representativas tanto de eventos hormonales normales como de procesos

patoldgicos.

Las citologias viables para este trabajo se seleccionaron a partir de su andlisis en
microscopio Optico, se establecié un diagnostico y posteriormente se seleccionaron los
campos representativos de cada entidad. Se procedid a realizar la toma fotografica
utilizando un microscopio Optico adaptado con camara digital. Estas imagenes fueron

acompafiadas de un texto que resumié sus caracteristicas citoldgicas.

- 10 -



2. INTRODUCCION

La vida silvestre son los organismos que subsisten sujetos a los procesos de evolucion
natural y que se desarrollan libremente en su habitat, incluyendo sus poblaciones menores
e individuos que se encuentran bajo el control del hombre, asi como los ferales.! En fauna,
Meéxico es el tercer pais mas megadiverso en el mundo, ocupa el primer lugar en riqueza de
reptiles, el segundo en mamiferos y el cuarto en anfibios. Aun cuando la intervencion
humana en los procesos naturales de los ecosistemas ha sido negativa en general, en los
ultimos afios, una preocupacion cada vez mayor por la conservacion del ambiente ha hecho
que se pongan en marcha una serie de proyectos de investigacion y manejo de la vida
silvestre que procuran recuperar parte de la diversidad biolégica perdida a causa de
factores humanos, por medio de la reincorporacion o el reforzamiento de poblaciones de

. . . 2
especies desaparecidas o que se encuentran en grave peligro de desaparecer.

Los zooldgicos se interpretan como colecciones de especies de fauna silvestre, que ademas
de tener el propdsito de exhibirlas, participan en la conservacion de las mismas, por lo que
tienen como objetivo ser parte de los programas de reintroducciéon.* En México, la
Direccioén General de Zoologicos y Vida Silvestre (DGZVS) esta formado por el Zooldgico
de Chapultepec, Zooldgico de San Juan de Aragon y Zooldgico Los coyotes” ; participa en
programas de conservacion de animales silvestres, muchos de ellos mamiferos (Animales
de sangre caliente que suelen tener pelo sobre la piel y que alimenta a sus crias con la leche
segregada por glandulas mamarias) >~ que por mencionar algunas especies nacionales se
encuentran: el mono aullador, conejo de los volcanes, mono arafia, borrego cimarrén, lobo

. . . . 5
mexicano; e internacionales: el panda gigante.

La citologia diagnostica o citopatologia, es una rama de la patologia, que incluye la
descripcion microscopica de las células para determinar los cambios estructurales y
describir un proceso de enfermedad. ®” En medicina veterinaria remonta sus origenes
desde 1917, en donde Papanicolaou y Stockard estudiaron los cambios hormonales durante
el ciclo ovarico de los cobayos, a través de la evaluacion de la morfologia celular

utilizando extendidos celulares de este tejido. ***

-11 -



Actualmente esta disciplina aunque es joven, ya aporta mucho en el manejo de los
animales enfermos. * En la mayoria de los casos, ésta puede ser util para establecer un

T oy fngin6,8,9,10,11
diagndstico, prondstico y formular un plan terapéutico™™ ™

, ademdas posee varias
ventajas: facilidad de obtencion de la muestra, confiabilidad diagnostica, resultados réapidos
y bajo costo., se pueden tomar muestras de la mayoria de los tejidos, 6rganos y fluidos; la
recoleccion de muestras en la mayoria de los casos no es invasiva y gran parte de las

. . o q- . 6.8.10
muestras se pueden recolectar sin necesidad de hospitalizar al paciente. ™

En el area reproductiva la citologia toma un papel importante, tal es el caso de la citologia
vaginal, la cual se emplea para determinar el estadio del ciclo estral en diferentes
especies®”* 710112 qebido a que la mucosa que reviste la vagina y la porcidn externa del
cuello uterino esta constituida por un epitelio estratificado escamoso no queratinizado’",
cuya exfoliacion depende del patrén secretor de hormonas ovaricas, es asi como se
establece un patron citolégico dependiente al ciclo estral.>”**!1%! Segun la especie se
pueden encontrar algunas variaciones en cuanto al tamafio de las células del epitelio

. 11,10
vaginal.”

En la hembra, ademas de las células propias del epitelio podemos encontrar eritrocitos,

leucocitos, bacterias saprofitas, inflamacién, metaplasia, hiperplasia endometrial o

i 6,89,10,11,12
procesos neoplasicos.” ™ >

En el macho, la evaluacion citoldgica de los aspirados de origen testicular o prostatico,

puede identificar cambios adaptativos celulares, células inflamatorias, evaluacion de la

. - . - 6,8,9,10,12
espermatogénesis, células neoplésicas y agentes infecciosos.

Las investigaciones sobre citologia reproductiva en especies silvestres son muy limitadas
LI resultando en publicaciones encaminadas a conocer la fisiologia y las
caracteristicas reproductivas de éstos animales. '*'> En la DGZVS el Lobo gris mexicano
(Canis lupus baileyi) y el Panda gigante (4diluropoda melanoleuca) son monitoreadas por
citologia vaginal para diagnostico de estro, técnica utilizada como parte de los criterios

. . . ., . . 14.1
para determinar la monta natural o inseminacion artificial.>'*"
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Documentos especificos de problemas en el tracto reproductivo de la hembra de los

animales de zooldgico incluyen aborto, retencion de placenta, metritis, neoplasia,

16,17

endometriosis y carcinomas OVaricos. Pocas lesiones del sistema reproductivo del

macho en animales de zoologico tienden a ser reportadas. La neoplasia es la lesion mas
comun. La mayoria de las lesiones estan relacionadas a la reduccion o no produccion

" .y . . 16.1
espermatica, degeneracion testicular y atrofia testicular. '®'
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3. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

® Generar un documento de informacién citoldgica reproductiva a través de
imagenes de algunos mamiferos silvestres pertenecientes a la Direccion General

de Zoologicos y Vida Silvestre.

OBJETIVOS PARTICULARES

® (Crear un documento visual que proporcione elementos que ayuden a establecer
un diagnostico citologico, tanto de eventos normales como de procesos

patoldgicos a nivel reproductivo en los ejemplares mamiferos de la DGZVS.

® Proporcionar al profesional médico en el area de fauna silvestre herramientas que
apoyen la evaluacion del ciclo estral del Lobo gris mexicano (Canis lupus

Baileyi) y el Panda gigante (4iluropoda melanoleuca).
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4. MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se realizo en el laboratorio de Patologia de la Direccion General de
Zoologicos y Vida Silvestre (DGZVS) 4péndice, foto 1, ubicado en el Zooldgico de
Chapultepec “Alfonso L. Herrera” cuya direccion es Calle Chivatito s/n Primera seccion
del Bosque de Chapultepec, Col. San Miguel Chapultepec, Delegacion Miguel Hidalgo,
C.P. 11850, M¢éxico, D.F.

4.1. BUSQUEDA RETROSPECTIVA

La buasqueda retrospectiva abarcé el periodo 2007-2010. Las laminillas estaban
organizadas segun el tipo de muestra e identificadas con un folio anual. Se realizo la
recoleccion de laminillas que ofrecieran las siguientes caracteristicas: cualquier citologia
del aparato reproductor de mamifero hembra (utero y vagina) y mamifero macho (prostata
y testiculo), obtenida por raspado, impronta o puncién con aguja fina de un ejemplar sano
o enfermo. A partir de aqui se elaboré una bitdcora con datos relevantes del historial

clinico para cada una de las muestras recolectadas.

4.2. TOMA DE MUESTRAS

4.2.1. RASPADO VAGINAL

4.2.1.1. MATERIAL
Apéndice, foto 2
e Guantes de latex
e Laminillas de 76x26 mm (portaobjetos)
e Hisopo *'!*
e Aguadestilada

e Solucidn salina estéril

e Fijador (Vaso de Coplin con alcohol al 96° o fijador en aerosol)
6,10,12,18

Apéndice, foto 3

e Material de identificacion (lapiz diamante y/o lapiz) '®
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4.2.1.2. METODOLOGIA
Segun el ejemplar a muestrear, la pocision de toma fue de pie 6 de cubito lateral. (A
criterio del médico a cargo)
Se expuso la vulva y se enjuagé con abundante agua destilada. ®7'%!>!8
Se separaron los labios manualmente y se introdujo el hisopo previamente humedecido con

., . , . 1
solucién salina estéril, &!°

El hisopo en el interior de la vagina se dirigi6 craneo-dorsal evitando la fosa clitoral *°
Para obtener el material citologico se debid hacer movimientos rotatorios en la mucosa
vaginal.

Se retir6 el hisopo y se realiz6 la extension de cada frotis sobre un portaobjetos, haciendo
rodar el hisopo suavemente.

Inmediatamente después de la toma de los frotis vaginales, se realizo la fijacion de las
muestras en seco y en humedo para evitar cambios en la morfologia celular. Para fijar en
himedo se introdujo cada portaobjetos, antes de que el material celular se secara, en
alcohol etilico al 95° o0 96° no menos de 15 minutos o bien se rocid Cito-spray a una
distancia de 20 — 30 cm. *, y para fijar en seco se dejaron secar a temperatura ambiente a
6,10,12,18

manera de movimientos en forma de abanico.

Finalmente se identificaron las muestras.
Apéndice, foto4ay b
En el caso del panda gigante, el entrenamiento condicionado, permite la toma de citologia

: o 5,20,21,22,23
vaginal en pocision "sentado". >

Apéndice, foto 5, 6 ay b
4.2.2. RASPADO PREPUCIAL

4.2.2.1. MATERIAL

e Mismo que en el apartado anterior.

4.2.2.1.METODOLOGIA
Se froto el hisopo (previamente humedecido con solucidon salina estéril) sobre las paredes
de la mucosa con el fin de obtener suficientes células.
Se extendid el material obtenido en el hisopo frotando enérgicamente sobre la superficie

del portaobjetos.

- 16 -



Se fij6 de la misma manera que en el apartado anterior.

Finalmente se identificaron las muestras.

6,10

4.2.3. PUNCION CON AGUJA FINA (PAF)

4.2.3.1. MATERIAL
Apéndice, foto 7

Guantes de latex

Alcohol al 96° o benzal *!*?

Aguja de calibre 21 0 22, 1 a 1.5 pulgadas.®®* 11218

Jeringa de 10 0 20 ml. '®

Portajeringas 6:10.19

Laminillas de 76 x 26 mm (portaobjetos)

Fijador (Alcohol al 96° o fijador en aerosol) *'*"

Material de identificacion (1apiz diamante, cinta adhesiva y lapiz) 19

4.2.3.2. METODOLOGIA

Se identifico la tumoracidon

Se realiz6 la asepsia de la region con alcohol etilico al 96° o benzal *'*!®

Se dej6 un pequefio vacio en la jeringa (0.5 ml es suficiente)

Con las manos se delimit6 y sostuvo firmemente la tumoracion

Se introdujo la aguja, realizando presion negativa (el émbolo debid llegar a la marca de 8 a

9 ml), la cual se mantuvo durante todo el muestreo.

Se procedi6 a realizar movimientos suaves de abajo hacia arriba en el mismo sitio de la

puncion.

Mediante un movimiento hacia arriba se pudo redirigir la aguja y continuar con la puncion,

evitando que la aguja saliera de la tumoracion en todo momento.

Una vez que se consider6 que la PAF habia sido suficiente se procedio a liberar la presion

negativa, cuando el émbolo se quedé estatico se procedio a realizar los frotis.

Se realizaron de 2 o 3 punciones en areas diferentes de la tumoracion, de esta forma se

asegur6 tener material representativo para diagnostico, ya que si solo se puncionaba una

zona podia suceder que en €sta no se encontrara el material adecuado para el diagnostico.
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Se saco la aguja de la jeringa, se hizo vacio en la jeringa, se coloco la aguja de nuevo y se
empujo el émbolo enérgicamente con el objeto de que el material que se encuentre en la
aguja, cubeta de la aguja o jeringa pueda ser depositado en el portaobjetos limpio y

e s . . 6,10,18
desengrasado. Se repitid este ultimo paso hasta obtener los frotis necesarios.”

Se realiz6 la técnica de squash o aplastamiento™’. La cual se esquematiza a continuacion.

— —

(Modificado de Cowell, et Al. 1999)
Figura no. 1. Una vez depositada la muestra sobre el portaobjetos (A), se colocé un
segundo portaobjetos enzima de la muestra que por simple adhesion se expandio, en caso
de que esto no sucediera se aplicd presion digital muy suave para que el material se
expandiera (B). El segundo portaobjetos se deslizé suave y rapidamente sobre el primero
(C) y se separaron (D); es en este momento en el que se procedid a fijar las muestras en
humedo y en seco'” de la misma manera como se menciona en el apartado anterior.

Finalmente se identificaron las muestras.
4.2.4. IMPRONTA

4.2.4.1. MATERIAL
¢ Guantes de latex
e Papel absorbente "
e Laminillas (portaobjetos)
e Fijador

e Material de identificacion (lapiz diamante, cinta adhesiva y lapiz) 19
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4.2.4.2. METODOLOGIA
Se selecciond el area de muestra
Con el papel absorbente se elimind el exceso de sangre o detritus
Se puso en contacto el area de muestra con la superficie del portaobjetos sin ejercer presion
Se realizaron varias impresiones en la misma laminilla
Se debieron realizar varias improntas de diferentes secciones del 6rgano a muestrear
Se fijaron las muestras en humedo y en seco de la misma manera como se menciona en el
6,10

apartado anterior

Finalmente se identificaron las muestras.

4.3. TINCIONES CITOLOGICAS

Los frotis obtenidos fueron tefiiddos con las tinciones de Papanicolaou (Tincién mas
utilizada en citologia) para los fijados en himedo y Diff-Quick para los fijados en seco.
O8INOIRIO ypendice, foto 8y 9

4.3.1. El tren de tinciéon de Papanicolaou utilizado se presenta en el siguiente

cuadro:
REACTIVO RUTINA PANDA
Alcohol 100% |  =m—e-- 5 minutos
Agua destilada 3 pases 5 minutos
Hematoxilina 1 minuto 5 minutos

Lavado con agua corriente Hasta que salga limpia Solo 3 inmersiones

Alcohol 95%
Alcohol 95%
0G 6
Alcohol 95%
Alcohol 95%
Tincion EA

Alcohol 95%

Alcohol 95%

Alcohol 100%

Alcohol 100%
Agente aclarante (xilol)
Agente aclarante (xilol)

Agente aclarante (xilol)

10 inmersiones
10 inmersiones
2 minutos
10 inmersiones
10 inmersiones
3 minutos
10 inmersiones
10 inmersiones
10 inmersiones
10 inmersiones
10 inmersiones
10 inmersiones

10 inmersiones

8 inmersiones
8 inmersiones
1 minuto
10 inmersiones
10 inmersiones
4 minutos
10 inmersiones
10 inmersiones
10 inmersiones
10 inmersiones
10 inmersiones
10 inmersiones

10 inmersiones

Cuadro 1. Tren de tincién Papanicolaou de la DGZVS comparativo para tinciones citologicas
convencionales (rutina) y la especifica para citologia vaginal del Panda gigante (Ailuropoda
melanoleuca) de acuerdo con el Centro de Reproduccion de Especies Amenazadas de la Sociedad

Zoologica de San Diego, EUA. 202122232425
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4.3.2. El tren de tincidn para Diff-Quick es el siguiente:
e Por inmersion, la laminilla se introduce al fijador (metanol). (10 pases)
e Sumergir en hemocolorante I. (10 pases)
e Sumergir en hemocolorante II. (15 pases)
e Lavar con agua para remover exceso de colorante.

2
e Secar %

Después de la tincion se procedié a montar la laminillas: se le coloco una pequefia gota de
xilol y una pequefa gota de resina, colocando un cubreobjetos de tamafio similar al del
corte sobre el tejido de una manera horizontal eliminando las gotas de aire las cuales
pueden ocasionar el desprendimiento del cubreobjetos y del tejido. Se dejo secar unos

. , . - 18
minutos y Sse observo al miCroscopio.

4.4. INTERPRETACION

Las laminillas se analizaron de la siguiente manera; primero se exploré a poco aumento
(4X) para determinar si todas la dreas de la muestra estan bien tefiidas y si hay areas
localizadas de alta concentracion celular. A este aumento pueden verse parasitos, cuerpos

ol 1 ¢ : 11,1
extrafios o hifas fangicas. """

Enseguida se analizd con el objetivo de 10X. En este aumento se puede tener una
impresion de la concentracion celular, del tamafio y composicion de las células de la

. . T . 11.1
muestra (inflamatorias, epiteliales, fusiformes, etc.). 85,1119

Finalmente con el objetivo de 40X se examinaron las células individuales y se compararon
con otras de la misma muestra. En general se pueden diferenciar los nucledlos y los
patrones de cromatina, con este objetivo practicamente son visibles la mayoria de los

. 8,9,11,19
organismos.

En algunos casos fue necesario utilizar el objetivo de 100X con una gota de aceite de

. .y . . . . 11.1
inmersién para identificar algunos organismos (bacterias). **'"""

En citologia vaginal, el objeto es determinar el tipo de células que predominan en cada

etapa del ciclo estral. Para esto es conveniente explicar que la maduracion celular se debe a
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la accién de los estrogenos, y cuando estos estan presentes en mayor numero de células del
frotis seran superficiales y escamas. Por otro lado, se sabe que la progesterona tiene efecto
sobre células intermedias, por lo tanto cuando esté elevada encontramos en el frotis

. . 689,11
abundantes células de este tipo. "

Entonces se debio realizar un analisis de indice de maduracion. El indice de maduracion de
Frost, consiste en revisar 5 campos del frotis y contar en ellos el nimero de células
parabasales, intermedias y superficiales hasta tener un total de 100 células, identificando

., . . . . I 10,12
también leucocitos, eritrocitos, bacterias y otras caracteristicas presentes. ***1

4.5. FOTOGRAFiA
Se realiz6 la toma fotografica con Microscopio Optico Carl Zeizz® modelo Axiostar plus
adaptado de fabrica con un camara fotografica digital Sony Cyber-shot® modelo DS-75

con 3.3 mega pixeles de resolucion y zoom 6x. Apéndice, foto 10
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5. DESARROLLO

5.1. Citologia vaginal

Las células epiteliales vaginales se describen empezando por la capa mas profunda y
cercana a la membrana basal, avanzando superficialmente hacia la capa mas cercana al
lumen vaginal &"#10-1112:2627 (Rig 2)

Q Basales

Q  Parabasales

Q  Intermedias

Q  Superficiales (Fig. 22)

Fig. 2.- Celularidad epitelial vaginal.
EPITELIO ESCAMOSO ESTRATIFICADO NO QUERATINIZADO

Autor: Erika Jocelin Mendoza Téllez.

5.1.1. Células basales
Son las células situadas mas profundamente, adyacentes a la membrana basal y que estan
dotadas de capacidad mitotica, son pequefias, de forma redonda a ovalada, tamafio
uniforme (10-12 pm), con bordes citoplasmaticos definidos, citoplasma denso, nucleo
grande localizado en la parte central de la célula y con cromatina finamente granular
(punteada). Tienen apetencia por los colorantes basicos, con tinciéon de Papanicolaou se

observa de un color azul oscuro (cianofilo 6 basofilo). Estas células no suelen observarse
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en frotis normalmente, cuando se encuentran es debido ya sea a un proceso patologico que
ha lesionado las capas celulares superficiales como pueden ser atrofia, vaginitis 6
ulceraciones de la mucosa. Con tincion de Diff-Quick se observa una coloracion morada
para el nucleo y de azul oscuro claro (e incluso rosado para células superficiales) para el

: . : 10,12,18,2
citoplasma, aplicable esto para los cuatro tipos celulares.®%1%-1218:20

5.1.2. Células parabasales
Corresponden al estrato inmediatamente superior a las basales, son pequefas, redondas u
ovales con un tamafio que va de 12 a 20 um, con nucleo grande, cromatina granular, en
ocasiones es posible ver nucléolos, y poseen escaso citoplasma. Suelen tener un tamafio y
una forma bastante uniformes. Son las células epiteliales mas pequefias normalmente vistas
689.10,12,1826 Py

en los frotis vaginales. Se tifien de color azul con tincion de Papanicolaou.

3Ja’.

Las células del metaestro las cuales contienen en su citoplasma a neutroéfilos, y se pueden
observar comunmente al inicio del diestro ¢ en procesos de vaginitis, aunque actualmente

. . 6,8,10,12 e
se sabe no son especificas de una etapa en particular. > ™ “Fig. 6 y 7.

]

Fig. 3. Células parabasales. Nucleo
‘ & - £y ' grande de pocision central y con cromatina
" * granular. Notese la relacion  ntcleo-

“’“' ' s mexi
B = citoplasma. Lobo gris mexicano (Canis

: » - |
- lupus baileyi). Tincion Papanicolaou, 400X
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b 4

Fig. 4. Células parabasales. Lobo gris
mexicano (Canis lupus baileyi). Tincion

Papanicolaou, 400X.

Fig. 5. Célula parabasal (PB) y célula
intermedia (I). Lobo gris mexicano (Canis

lupus baileyi). Tincion Papanicolaou, 400X.

= - |

Fig. 6. Células parabasales. Tres células
parabasales. En una de ellas se observa un
neutr6filo en su citoplasma (Célula del
Flecha. Panda

metaestro) gigante

(diluropoda melanoleuca) Tincion

Papanicolaou, 400X.

5.1.3. Células intermedias

Fig. 7. Célula del metaestro. Célula parabasal
con un neutréfilo intracitoplasmatico (GB).
Flecha. Panda

gigante (diluropoda

melanoleuca). Tincion Papanicolaou, 1000X.

Por su tamano se clasifican en intermedias pequefias o bajas e intermedias grandes o altas

8

18 miden de 20 a 40 um®**'%%, esto dependiente del grado de maduracion, siendo la

transicion entre las parabasales y las superficiales, su forma inicialmente es ovalada y se

torna poliédrica a medida que va madurando.***!'* Fig. 8 a 14.
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Las Células intermedias pequefias o bajas son ligeramente mas grandes que las
parabasales, su forma es redonda a ovalada, de contornos bien definidos, su nucleo se

e 6,8.9,10,12
observa redondo y en pocision central. >>7

Fig. 8, 9, 10 y 13. Las células intermedias
grandes o altas tienen mayor tamafio y representan mas grado de madurez, su citoplasma
presenta forma poligonal, su nucleo es similar. Con la tincion de Papanicolaou suelen
presentar citoplasma azulado, sin embargo, en ocasiones puede ser rosado (eosinofilo 6
acidofilo) de grosor mas delgado, dependiendo del pH celular, ademds contiene gran
cantidad de glucogeno. En ambos casos, el nucleo presenta una membrana definida, se
observan cromocentros y la cromatina sexual. Su cantidad de citoplasma la diferencian de

las parabasales (la relacion entre el niicleo y citoplasma va de 1:3 a 1:5) **'* Fig. 10, 11 y

13.

Dentro de éstas células encontramos variaciones como son las células naviculares y las
células espumosas. Las células naviculares toman una forma de barca, de ahi su nombre, el
citoplasma presenta sus bordes doblados y nucleo alargado excéntrico. Se han descrito
como sugestivas de prefiez y significativas de la accién latea intensa. Las células
intermedias también pueden presentar vacuolizacion citoplasmatica y reciben el nombre de

, . : . 10,12
células espumosas (Fig. 8), cuyo significado se desconoce.®'”

i ‘ ‘
P ¥
PB| 4 -
IB & #
e #
'u - E. - | o
O : g s,
- - ' o pB i a
o ra - ..‘
: 2 o .‘ L ]
b/ P 3
¢ 'IBN
Fig. 8. Células parabasales (PB) y células Fig. 9. Grupo de células intermedias
intermedias bajas (IB). Ademas noétese la bajas. Panda gigante (A4iluropoda
vacuolizacion citoplasmatica considerandose melanoleuca). Tincion Papanicolaou 100X.

como células espumosas. Lobo gris
mexicano (Canis lupus baileyi). Tincion

Papanicolaou 400X.
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Fig. 10. Células intermedias.
Grupo de células intermedias
bajas (IB) e intermedias altas
(IA) en un fondo eritrocitico
(E). Lobo gris mexicano
(Canis lupus baileyi). Tincion
Papanicolaou 1000X.

Fig. 11. Célula intermedia alta. Noétese la Fig. 12. Células intermedias (I). Muflon
gran cantidad de glucogeno en su citoplasma. europeo. (Ovis  orientalis  musimon).
Lobo gris mexicano (Canis lupus baileyi). Tincion Diff-Quick 100X.

Tincion Papanicolaou 1000X.

Fig. 13. Células intermedias altas (IA) y Fig. 14. Grupo de células intermedias

bajas (IB). C¢lulas basofilicas. Panda alongadas. Flecha. Lobo gris mexicano.
gigante. (Ailuropoda melanoleuca). Tincion (Canis lupus baileyi). Tincion Papanicolaou
Papanicolaou 400X. 100X.
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5.1.4. Células superficiales
Son las células mas grandes que aparecen en la citologia vaginal miden de 40 a 60

6,8,9,10,11,12
pum

. Presentan bordes nitidos irregulares o angulados (poligonal), a veces
plegados sobre si mismos. La afinidad tintorial de estas células depende del grado de
madurez, por lo que el citoplasma habitualmente se tifiec de color rosa hacia la superficie
del epitelio, aunque inicialmente puede aparecer azul palido dependiendo del pH celular,
siendo mas maduras las eosinofilas que las basofilas. A diferencia de las intermedias, las
células superficiales siempre presentan ntcleo picnotico en diferentes grados. A veces
pueden mostrar en su citoplasma granulaciones pequefias de localizacidon perinuclear o
periférica que contienen lipidos y su presencia es estrogeno-dependiente. Como la
maduracion del epitelio rara vez se lleva a cabo en ausencia de estrogenos, la picnosis

nuclear en células superficiales maduras es una buena evidencia de actividad estrogénica.

6,8,9,10,12,14,15 Fig. 15 a 21.

Las células superficiales anucleadas o escamosas tienen forma poligonal, con citoplasma
transparente de color rosado y que carecen de nucleo. Representa la ultima fase de

impregnacion estrogénica y el fin del proceso de maduracion epitelial. *'*'*'° Fig. 20 y 21.

L * 8
; . F.™%
&
a
# ..'

Fig. 15. Células superficiales nucleadas. Fig. 16. Célula superficial nucleada.
Células de morfologia poligonal y bordes Tigre de Sumatra (Panthera tigris
plegados. Lobo gris mexicano (Canis lupus sumatrae). Tincion Papanicolaou 400X.

baileyi). Tincion Papanicolaou 400X.
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Fig. 17. Célula superficial nucleada (SN)
rodeada de un grupo de células superficiales de
menor grado de maduracion. Gorila de tierras
bajas (Gorilla gorilla). Tincion Papanicolaou

400X.

Fig. 18. Célula superficial nucleada. Célula
queratinizada. Panda gigante. (Ailuropoda

melanoleuca). Tincion Papanicolaou 1000X.

Fig. 19. Células superficiales. Notese los
diferentes grados de cariopicnosis. Lobo gris
mexicano (Canis Ilupus baileyi) Tincion

Papanicolaou 100X.

s

Fig. 20. Células superficiales anucleadas.
Panda gigante. (4iluropoda melanoleuca).

Tincion Papanicolaou 1000X.

Fig. 21. Células superficiales anucleadas.

Células  plegadas.  Panda  gigante.

(diluropoda melanoleuca). Tincion

Papanicolaou 1000X.
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Fig. 22. Células epiteliales vaginales. Presencia de células parabasales (PB), intermedias
(D y superficiales (S). Lobo gris mexicano (Canis lupus baileyi). Tincion Papanicolaou

1000X.

5.1.5. Células endocervicales
No son comunes debido a que el cuello uterino normalmente esta cerrado, sin embargo,
cuando el frotis es tomado de cérvix o cuando el cérvix se encuentra abierto a manera de
arrastre suelen observarse, generalmente mal conservadas.'*>'" Tienen un tamafio
aproximado de 8 a 10 um, se aprecia su morfologia cilindrica, con citoplasma finamente
vacuolado y en ocasiones se pueden ver los cilios, estas células forman grupos que
asemejan panal de abejas, debido a la apariencia clara de su citoplasma alrededor del
nucleo, el cual es central, con cromatina finamente granular y con uno o dos nucleolos
pequefios. Estas células pueden aparecer en procesos inflamatorios, en atrofias y en casos

de metaplasia y/o displasia de ttero. ***'%122% Fig, 23 a 26.
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Fig. 23 A y B. Células endocervicales. Impronta de cérvix. Notese su célularidad cilindrica

con cilios. Flechas. Antilope nilgo. (Bosephalus tragocamelus). Tincion Papanicolaou 1000X.
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Fig. 24. Grupo de células endocervicales. Fig. 25. Célula endocervical. Circulo.
Flecha. Impronta de cérvix. Jabali europeo. Impronta de utero. Elefante asiatico. (Elephas
(Sus scrofa). Tincidén Papanicolaou 400X. maximus). Tincion Papanicolaou 40X.

Fig. 26. Células endocervicales. Flechas.
PAF Utero Post-mortem. Leon africano.

(Panthera leo). Tinciéon Papanicolaou 1000X.
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5.1.6. Células endometriales
No suelen encontrarse en los frotis normales excepto en el posparto, cuando el cuello
uterino estd abierto. En otras circunstancias su presencia indica patologia endometrial.
Aparecen aisladas o en pequefios grupos, a veces formando acines, de forma redonda u
oval, citoplasma fino, transparente de color verde a rosado, que tiende a ser vacuolado, a
6,8,9,10,12,26

veces se observan cilios, el nucleo es redondo, hipercromatico y uniforme.

Fig. 27 a 31.
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Fig. 27. Células endometriales normales. Fig. 28. Célula endometrial degenerada.
Impronta de utero. Se observa un grupo de Impronta de Utero. Elefante asiatico. (Elephas
células ovales de citoplasma fino con nucleo  maximus). Tincién Papanicolaou 400X.
hipercromatico y nucleolos prominentes.

Tlacuache. (Didelphis virginiana). Tincion

Papanicolaou 400X.
&
n @
W

L

Fig. 29. Célula endometrial aislada. Citologia Fig. 30. Células endometriales. Células
vaginal Tigre de Sumatra. (Panthera tigris ovales de citoplasma fino con nucleo
sumatrae). Tincion Papanicolaou 400X. hipercromatico. Antilope nilgo. (Bosephalus

tragocamelus). Tincion Papanicolaou 400X.
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Fig. 31. Células endometriales. Células

ovales de citoplasma fino con nucleo
hipercrématico.

Leén Africano (Panthera leo).

A. Tincion Papanicolaou 400X, B. Tincion
Diff-Quick 400X, C. Tinciéon Papanicolaou
1000X.

5.1.7. Células de fosa clitoral
Son células epiteliales queratinizadas, alargadas o fusiformes, que pueden ser observadas
en frotis vaginales normales, llegando a ser abundantes si se toma la muestra de la fosa
clitoral mas que del vestibulo vaginal, es decir, son indicativas de una incorrecta toma de

muestras. *'° Fig. 32y 33.

Fig. 32. Células de la fosa clitoral. 2 células  Fig. 33. Células de la fosa clitoral. Flechas.

del clitoris (C, flechas) mezcladas con células  Panda gigante (Ailuropoda melanoleuca).
intermedias (I). Lobo gris mexicano (Canis  Tincion Papanicolaou 100X.

lupus baileyi). Tincion Papanicolaou 1000X.
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5.1.8. Leucocitos
Se observan en los extendidos vaginales en proestro, desaparecen durante el estro normal
debido a la imposibilidad de diapedesis por el grosor del epitelio y reaparecen en
abundancia al inicio del diestro. En su mayoria son neutroéfilos. La abundante presencia en

. . . . . 10,12,18,2 .
frotis vaginales esta relacionado a procesos infecciosos.®*”!%1152¢ pig, 34

Fig. 34.
Leucocitos polimorfonucleares.

Tigre de Sumatra (Panthera tigris

sumatrae). Tincion Papanicolaou A

1000X.

5.1.9. Eritrocitos

Estos eritrocitos provienen del utero, atraviesan el cuello y aparecen en las secreciones
vaginales. Esto se produce como consecuencia de un proceso de diapedesis de eritrocitos
en el endometrio, debido a la elevada concentracion de estrégenos plasmaticos. Son
abundantes en los extendidos vaginales durante el proestro y disminuyen en el estro para ir
desapareciendo en el inicio del diestro. Sin embargo, también se presentas en traumatismos

. .. 10,12,18,2 .
vaginales, endometritis, hemometras o tumores. ***1%1%182¢ Fjg_ 35
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- w» - Fig. 35. Eritrocitos

4 B &
- - Lobo gris mexicano (Canis Ilupus
e = & L]

N & . baileyi). Tincion Papanicolaou
a s
i M £ A 1000X.
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5.1.10. Bacterias
Muchos de estos agentes se consideran patégenos, algunos son saprofitos y otros se
asocian a alteraciones inflamatorias. Existen gran variedad de cocos grampositivos, pero
muchos de ellos no se pueden clasificar sino mediante cultivos; aparecen en el fondo del
frotis aislados o formando cadenas, como pequefios organismos redondos tefiidos de azul

oscuro. Los mas frecuentes son Staphylococcus sp.y Streptococcus sp. *° Fig. 36

Fig. 36. Bacterias saprofitas. Células '?

superficiales y en el fondo nétese la

presencia de bacterias. Lobo gris °

mexicano. (Canis lupus baileyi). . _' S
¥

Tincion Papanicolaou 1000X.

5.1.11. Espermatozoides

Su observacion en los extendidos vaginales nos revela la existencia previa a una copula o

inseminacion. &7-%%-10:12
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5.2. CICLO REPRODUCTIVO DEL LOBO GRIS MEXICANO
(Canis lupus baileyi)

5.2.1 Taxonomia
- Reino: Animal
- Tipo: Cordados
- Subtipo: Vertebrados
- Clase: Mamifero
- Orden: Carnivoro
- Familia: Canidae
- Género: Canis
- Especie: lupus

- Subespecie: baileyi *’

5.2.2. Justificacion
La DGZVS ha formado parte del Programa de Reproducciéon y Recuperacion de Lobo
Mexicano en Cautiverio, ya que tanto el Zoologico de San Juan de Aragdén como el de
Chapultepec ingresaron al programa tras recibir parejas reproductivas en 1988 y 1989
respectivamente. Actualmente la DGZVS continta en el programa reproductivo contando

. o 2
con 11 ejemplares en los tres zooldgicos.™

El programa reproductivo del Lobo mexicano es de vital importancia, sin embargo, las
investigaciones encaminadas a conocer la fisiologia reproductiva de estos animales ha sido
escasa, ' por lo que un objetivo particular de este trabajo es la presentacién de la
citologia vaginal a través de imagenes como herramienta de diagndstico de seguimiento del

ciclo estral para esta subespecie.

5.2.3. Citologia vaginal del Lobo mexicano a través de su ciclo estral.
La hembra del Lobo gris mexicano (Canis lupus baileyi) Apéndice, foto 11 ~es monoéstrica
estacional, siendo la temporada de celo en México principalmente en los meses de Febrero
a Abril.">11723931 1 o células observadas en los frotis de las lobas son idénticas a las
células de las perras domésticas lo cual hace pensar que el ciclo estral es muy parecido en

ambas especies desde el punto de visto endocrino ya que se sabe que la morfologia de
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dichas células depende de los cambios hormonales durante cada etapa del ciclo*, sin
. . , . 10,11

embargo es necesario realizar mayor niimero de observaciones para confirmar esto.'”

Debido a esta similitud, la fisiologia endocrina que a continuaciébn se presenta es

%
Comparado con el de 13. perra- Comunicacion personal con M. en C. Carlos Esquivel Lacroix. Departamento de Reproduccion.

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootécnia UNAM.

5.2.3.1. Proestro
La duracién del proestro es de 24 dias en promedio, siendo mayor que en la perra,' "> sin
embargo, se necesitan mas estudios para establecer un rango adecuado para la subespecie.
%13 Documentos especificos sefialan que los datos reproductivos conductuales para esta
etapa son muy baja frecuencia de cortejo (olfateo) e intentos de copula por parte del macho
con rechazo de la hembra'*">***%*! 1a secrecion sanguinolenta aunque es un signo notorio
de esta etapa puede no ser evidente.'*!” Con el incremento de los niveles de estradiol
asociados con la maduracion folicular, el epitelio vaginal prolifera y hay salida de

6,8,9,12

eritrocitos por diapedesis de los capilares dato mas relevante de esta etapa. , En esta

fase se lleva a cabo el desarrollo folicular por efecto de la FSH, encontrandose niveles

- 1,13,33,34,36,37
bajos de LH y de progesterona. * >~

En el proestro temprano (Fig. 37), los frotis vaginales se observan con fondo granular
(sucio) principalmente con celularidad de tipo parabasal, e de intermedias bajas y altas,
¢éstas Ultimas en menor proporcion, también se denotdn globulos rojos debido al rapido
desarrollo del endometrio. Por lo general no se observan células superficiales o son
escasas. Los neutrofilos son comunes y también pueden aparecer bacterias. *%*10-111218
Durante el proestro medio (Fig. 38) el efecto del estrogeno continua: Hay globulos rojos
procedentes del utero. La proporcion de células parabasales disminuye mas que las
intermedias (predominando las altas sobre las bajas), pero ambas lo hacen de manera
progresiva a medida que aumentan las células superficiales. Siguen presentes los

689 En el proestro tardio (Fig. 39 y

neutrofilos; el fondo del frotis puede estar sucio o claro.
40), las células dominantes son las superficiales, seguidas por las intermedias grandes. Atun
encontramos neutrofilos, la presencia de eritrocitos es variable, pudiendo estar o no
presentes, y el fondo es claro. Algunas de las células superficiales son nucleadas y en

., 6,8,9,10,11,12,18
menor proporcion anucleadas. 7
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Fig. 37. Proestro temprano.
Predominan células intermedias bajas
(IB) y moderadas parabasales (PB).
Escasos a moderados eritrocitos (E).
Lobo gris mexicano (Canis lupus

baileyi). Tincion Papanicolaou 100 X

Fig. 38 A y B. Proestro medio. Predominan células intermedias bajas (IB) y altas (IA),

moderadas parabasales (PB), abundantes eritrocitos (E). Lobo gris mexicano (Canis lupus
baileyi). Tincion Papanicolaou, A 100X, B 1000X.

Fig. 39. Proestro tardio. Notese la

disminucién de eritrocitos. Con presencia
de células intermedias altas (IA). Lobo gris
mexicano (Canis lupus baileyi). Tincion

Papanicolaou 400 X.

Fig. 40. Proestro tardio. Predominio de
células intermedias altas y superficiales (S)
Lobo gris mexicano (Canis lupus baileyr).

Tincion Papanicolaou 400 X.
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5.2.3.2. Estro
Existen desventajas al evaluar la citologia vaginal del lobo mexicano, la mas importante es

que para establecer rangos adecuados se requiere de manejo regular, el cual no es posible

bajo el plan de manejo de esta especie.'*'**

De un total de 106 camadas registradas en una poblacion cautiva, se observo que el periodo

estral en las hembras de Lobo mexicano abarcé de la segunda semana de Febrero a la

29,30,32

primera semana de Marzo con 80 copulas exitosas. (Fig. 41). En base a lo anterior,

la duracion del celo dura 23 dias +/- 8 dias en donde la hembra permite la monta, presenta

la region ano-genital al macho, y hay descarga vulvar. En este periodo presentan cortejo,

14,15,29,34.

montas y varias copulas. En estudios especificos, el Zooldgico de San Juan de

Aragon, concluy6 una duracion de 27 dias promedio +/- 6.48 dias para la etapa estral del

. . 14,1
Lobo mexicano cubriendo finales de Enero, febrero a Marzo. ™ >

Frecuencia
25

-l. 2! 3! 4. 1!2! 3. 4! 1!2!3.4. 1.213&4&
Semanas

Enero Febrero Marzo Abril

Fig. 41.- Frecuencia semanal de apareamientos exitosos en una poblacion cautiva de Lobo

mexicano (Canis lupus baileyi). (Servin, 1997)
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Los foliculos de Graaff alcanzan su total desarrollo, por lo tanto los niveles sanguineos de
estrogenos estan elevados. El primer dia del estro la LH alcanza su pico maximo,
posteriormente decrece en forma paulatina hasta sus niveles normales. Durante el estro no
se pueden identificar con exactitud el pico de LH, sin embargo, observar més del 90% de
células superficiales anucleadas va a sugerir la ovulacion, siendo el tiempo adecuado para

ilizacid 40,41
la fertilizacion.” 7383940

En esta etapa més del 80% de las células epiteliales de vagina en los frotis corresponden a
células superficiales anucleadas o con pequefios nucleos picndticos, hay ausencia de
neutr6filos y un fondo limpio. El porcentaje de dichas células superficiales que se
incrementan progresivamente a lo largo del proestro pueden alcanzar el 100% durante el
estro (con una cantidad escasa de células intermedias y la completa desaparicion de las
parabasales). Las células superficiales son bien definidas, los bordes celulares estan
intactos durante todo el estro, aunque algunos frotis presentan baja definicion en los bordes
citoplasmdticos. Ocasionalmente se pueden observar ldminas o racimos de células
epiteliales justo antes del arranque del diestro. Este fendmeno representa el
desprendimiento de muchas células a la vez. Generalmente se pueden observar bacterias en
el fondo de los frotis, aunque la respuesta leucocitaria esta ausente. Los eritrocitos pueden

6,7,8,9,10,12,37,38,39,40 o
0 no estar presentes. 77 77" Fig, 42 a 46.

= .

- b Fig. 42. Estro. En un fondo
# @- %
- claro  se

"N o
‘wg__\ ‘.rh, .;_k; ﬁ -

: | - presencia de

observa  un
predominio de  células
superficiales con escasa
intermedias.
Lobo gris mexicano (Canis
Tincion

lupus  baileyi).

Papanicolaou 40X.
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Fig. 44. Estro. Celularidad de superficiales

anucleadas (escamas). A veces suelen verse

eritrocitos. Lobo gris mexicano (Canis lupus

baileyi). Tincion Papanicolaou 400X.

Fig. 43. Estro. Se observa un
predominio de células
superficiales.

Lobo gris mexicano.

(Canis lupus baileyi). Tincion

Papanicolaou 100X.

Fig. 45. Estro. Predominio de células
superficiales en diferentes grados de
cariopicnosis. Notese en el fondo bacterias
saprofitas. Lobo gris mexicano (Canis lupus

baileyi). Tincion Papanicolaou 400X.

Fig. 46. Estro. Predominio de células
superficiales anucleadas (escamas).
Lobo gris mexicano (Canis lupus

baileyi). Tincion Papanicolaou 1000X.
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5.2.3.3. Diestro

10,11 . .
0.con variaciones. En esta fase se forman los

La duracion aproximada es de 66 dias
cuerpos liteos y empiezan su funcion, alcanzandose entonces los niveles maximos de
progesterona, descendiendo lentamente de manera proporcional a la regresion de los

, 14,15,2
cuerpos luteos. '*!1>%%30

Al realizar el conteo celular de una preparacion, hay un aumento de mas del 20% en el
nimero de células parabasales e intermedias, lo que es sugestivo del inicio de esta etapa.
Los neutrofilos reaparecen en numero variable y usualmente coinciden con el aumento en
el numero de células parabasales e intermedias. El fondo de la laminilla puede contener
grandes cantidades de moco. Algunos eritrocitos pueden presentarse en los frotis obtenidos
durante el diestro temprano. Es dificil diferenciar el proestro del diestro basandonos
solamente en un frotis vaginal. Ocasionalmente, se pueden observar células del metaestro
asociadas con el diestro. Estas células han sido usadas como ayuda para distinguir entre el

proestro temprano del diestro. '*'*!° Fig. 47 y 48.

Fig. 47. Diestro. Hay un cambio
abrupto en el tipo celular presente,
encontramos nuevamente células
parabasales (PB) e intermedias (I),
reaparecen neutrofilos (GB) y en el
fondo se observa abundante moco
y bacterias. Lobo gris mexicano
(Canis lupus baileyi). Tincion

Papanicolaou 400X.
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Fig. 48. A y B. Diestro. Predominio de células intermedias y moderados neutréfilos. Lobo gris

mexicano (Canis lupus baileyi). Tincién Papanicolaou 1000X.

5.2.3.4. Anestro
Esta etapa tiene una duracion de 8 a 9 meses aproximadamente para esta especie y es
referida a un periodo de quiescencia del eje pituitario-ovarico, y se presenta al final de la

fase lutea (progesterona) y principio de la fase folicular.'>

Durante este periodo las células predominantes son las células parabasales e intermedias en
menor medida. Algunos neutrofilos pueden estar presentes, asi como puede haber
bacterias. Los eritrocitos generalmente estan ausentes. El aspecto del fondo del frotis puede

claro o granuloso.***'? Fig. 49
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Fig. 49. Anestro. Lobo gris mexicano (Canis lupus baileyi). Tincion Papanicolaou. A y B. Sobre

un fondo proteiniceo granular se observa predominio de celularidad parabasal (PB) e intermedia
(), asi como moderados neutrofilos (N). 400X C. Grupo de células parabasales. 400X. D.

Pequefio grupo de células intermedias bajas. 100X.
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5.3. CICLO REPRODUCTIVO DEL PANDA GIGANTE

(Ailuropoda melanoleuca)

5.3.1. Taxonomia

Reino: Animal

Tipo: Cordados

Subtipo: Vertebrados

Clase: Mamiferos

Orden: Carnivoro

Familia: Ursidae

Género: Ailuropoda
4

Especie: melanoleuca

5.3.2. Justificacion
Como ya se habia mencionado con anterioridad, la DGZVS participa en el proyecto de
conservacion del Panda gigante (Ailuropoda melanoleuca) y en la actualidad el Zoologico
de Chapultepec cuenta con 3 hembras, al menos una de ellas aun en edad

222232484495 ] establecer el monitoreo del ciclo estral para predecir el

reproductiva.
tiempo de ovulacién es critico para esta especie, especificamente para establecer el tiempo
de la inseminacion artificial (I.A.), aqui es donde entra el papel de la citologia vaginal en
Ailuropddicos, en donde el epitelio vaginal responde al cambio de concentracion del

. . Lo 2203,04.43 44,45
estrégeno en la circulacion.

5.3.3. Citologia vaginal del Panda gigante (Ailuropoda melanoleuca) a través de
su ciclo estral.
El Panda gigante (diluropoda melanoleuca) Apéndice, foto 12 €s una especie monoéstrica
estacional que experimenta un estro con ovulacion espontdnea en la primavera. La
temporada de celo en los pandas en México se presenta principalmente en Marzo (desde
finales de Febrero a principios de Abril). >+
Los frotis vaginales de Panda gigante han sido recolectados durante el periodo cercano al
estro (diariamente sin contencidon quimica y sin causar estrés, debido al entrenamiento
previo) como indicadores para predecir la ovulacion sumado a datos de comportamiento y
endocrinoldgicos. En investigaciones previas la tincion monocromética fue usada para

diferenciar células parabasales, intermedias y superficiales, basadas Unicamente en el
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tamafo, forma y relacion nucleo-citoplasma. En estudios actuales, la tincion tricromica de
Papanicolaou es aplicada para tefiir células vaginales con el fin de mejorar sus distinciones

relacionadas a sus propiedades bioquimicas y que difieren de acuerdo a la etapa estral.
22,2324

Los frotis vaginales son evaluados de forma similar que en el apartado del Lobo mexicano,
es decir, las células vaginales fueron clasificadas de acuerdo al indice de maduracion. Un
minimo de 100 células fueron contadas por campo y clasificadas como parabasales, las
células intermedias (en este rubro se incluyen las superficiales nucleadas como
intermedias) o células superficiales (se incluyen unicamente superficiales anucleadas).
222324 Qin embargo, especificamente para la especie, cada campo fue recontado, con un
minimo de 100 células, para calificar el nimero de basoéfilas ¢ azules, acidofilas 6 rosas y
queratinizadas 6 naranjas-amarillas, sin relacion a la morfologia conocido como indice
eosinofilico. En resumen, se realizd la evaluacion de 200 células, la primera vez

. L ., Lo - . 22232442
reconociendo el indice de maduracion y segundo reconocer el indice eosinofilico. “~*>"

5.3.3.1. Estro
La duracion del estro en esta especie va de 9-11 dias, teniendo ovulacion espontanea y

12,18

siendo sexualmente receptiva por tan solo 2 o 3 dias. En México el pico estral se

20.03,04,42 43 44,45 .
e eBRSARAE El criterio

presenta desde mediados de Febrero hasta mediados de Marzo
conductual reproductivo (estro) mas importante es el marcaje ano-genital, el balido o
borregueo, lordosis y presentacion sexual (marcha en reversa con la cola elevada). Los
cambios de color y turgencia de los labios vulvares es otro criterio considerado, que por su

o . . 22,2324
variabilidad no es un criterio estricto a evaluar. “=*

El monitoreo citologico busca detectar el pico de células superficiales.”>**** Las
mediciones de estrogeno en orina es una técnica elemental que complementa el diagndstico
estral y que tiene una correlacion positiva forzosa con la citologia vaginal.**** La citologia
vaginal en el panda gigante se evaltia mediante 2 cambios cromaticos (Fig. 50), el primero
10 dias en promedio antes del dia de la ovulacion, en donde hay un cambio de celularidad
de basofila a acidofila (azul a rosa) relacionandose con un valor mayor a 25 ng. de la
concentracion de estrogeno conjugado en orina (EC), el segundo cambio cromadtico se da
2-3 dias previos a la ovulacion en donde las células acidofilas viran a queratinizadas (rosas

a amarillas o naranjas) con un maximo registrado de 800 ng. de EC, pico estrogénico pre-
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estrual, por lo tanto, el dia de ovulacion se predice de 2-3 dias después del segundo cambio

cromético y 1-2 dias después del pico del EC.*>****

Figura 50. "Citologia Vaginal de Panda Gigante (Ailuropoda melanoleuca)
Febrero a Marzo del 2007, Zoolégico de Chapultepec"

SVINTID Ad "ON

Amarillas

Fuente: Modificado de grdfica de citologia vaginal “Shuan-Shuan” 2007, Laboratorio de Patologia, DGZVS

Fig. 50. Esquematiza el indice eosinofilico asi como los dos cambios cromaticos (1 y 2) para predecir la

ovulacion (flecha) en el Panda gigante (4iluropoda melanoleuca).

SN

Fig. 51. Indice de maduracién. Células

parabasales (PB), intermedias (I) vy

superficiales (SN). Panda gigante

(diluropoda melanoleuca). Tincion

Papanicolaou 100 X.

Fig. 52. Indice de maduracién. Células
intermédias (I) y superficiales (SN). Panda
gigante (Ailuropoda melanoleuca). Tincion

Papanicolaou 400 X.
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1.1 - -

Fig. 53. Indice de maduracién. Células
intermedias acompafiadas de leucocitos PMN
(GB). Panda

melanoleuca). Tincion Papanicolaou 100 X.

Y

l -

gigante (diluropoda

Fig. 54. Indice de maduracién. Células

superficiales. Panda gigante (Ailuropoda

melanoleuca). Tincion Papanicolaou 100 X.

Fig. 55. Indice de maduraciéon. Células

superficiales. Panda gigante (A4iluropoda

melanoleuca). Tincion Papanicolaou 100 X.
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Fig. 56. Indice eosinofilico. Células Fig. 57. Indice eosinofilico. Células

basofilas (azules). Panda gigante (4iluropoda

melanoleuca). Tincion Papanicolaou 10 X.

basofilas (azules). Panda gigante (4iluropoda

melanoleuca). Tincion Papanicolaou 100 X.
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Fig. 58. Indice eosinofilico. Células

eosindfilas (naranjas) en mayor proporcion
que las basofilas (azules). Primer cambio
cromdtico. Panda

gigante  (Ailuropoda

melanoleuca). Tincion Papanicolaou 10 X.

Indice eosinofilico. Células

Fig. 60.

eosinofilas (rosas) en mayor proporcion que
las azules y naranjas.

Panda

Segundo cambio

cromatico. gigante  (Ailuropoda

melanoleuca). Tincion Papanicolaou 10 X.

Fig. 59. lndice eosinofilico. Células
eosindfilas  (naranjas). Panda  gigante
(Ailuropoda melanoleuca). Tincién

Papanicolaou 100 X.

=
Fig. 61. Indice eosinofilico. Células
eosinodfilas (rosas). Panda gigante
(Ailuropoda melanoleuca). Tincion
Papanicolaou 400 X.

Fig. 62. Indice eosinofilico.
basofilas,
Panda

Células eosindfilas y

queratinizadas. gigante
(diluropoda melanoleuca). Tincidn

Papanicolaou 100 X.
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Fig. 63. Anestro. Predominio de celularidad Fig. 64. Anestro. Celularidad intermedia

basofila, en este caso de células intermedias. con un mayor grado de maduracion. Panda
Notese moco vaginal en el fondo. Panda gigante (Ailuropoda melanoleuca). Tincion
gigante (A4iluropoda melanoleuca). Tincion Papanicolaou 400 X.

Papanicolaou 100 X.

Fig. 65. Anestro terminal. Celularidad
de intermedias y superficiales.

Panda gigante

(Ailuropoda melanoleuca).

Tincion Papanicolaou 400X.

Fig. 66. Estro. Pico de celularidad
superficial en su totalidad. Panda
gigante (Ailuropoda melanoleuca).

Tincion Papanicolaou 40 X.
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Fig. 67. Estro. Células superficiales queratinizadas. Panda gigante (Ailuropoda

melanoleuca). Tincion Papanicolaou, A 400X, B 1000X, C 400X, D 1000X.
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5.4. DIAGNOSTICO CITOLOGICO EN TRASTORNOS
REPRODUCTIVOS DE LA HEMBRA.

5.4.1. Vaginitis
Existen tres mecanismos basicos a considerar para que se instale un proceso inflamatorio
vaginal: Invasion directa por patdgenos, diseminacion de un proceso inflamatorio de
6rganos vecinos y diseminacion por via sanguinea.®'****"** Los principales padecimientos
del aparato genital son los inflamatorios, y de éstos la mayoria son inespecificos, dentro de
los cuales los més frecuentes son las infecciones bacterianas, pero pueden ser ocasionadas

., . . . . . . 10.46.4
también por diferentes agentes: micoticos, parasitarios y virales. ®!%4647

5.4.1.1. Bacterianas
Cuando el agente que causa vaginitis son bacterias, en el frotis hay una gran cantidad de
neutr6filos a menudo en estadio de degeneracion y ademds pueden contener bacterias

fagociticas.®*'%'247 Fig. 68 — 70.

Fig. 68 A y B .Vaginitis purulenta. Abundantes leucocitos (Polimorfonucleares PMN) envueltos
en material proteinaceo denso y detritus vaginal. Elefante asiatico. (Elephas maximus) Apéndice, foto

13 A. Tincién Papanicolaou 1000X. B. Tincion Diff Quick 1000X.
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Fig. 69 A y B. Vaginitis purulenta. Fondo leucocitario (PMN) con células epiteliales

parabasales (PB) e intermedias (I) en diferentes grados de degeneracion. Panda gigante.

(diluropoda melanoleuca). Tincion Papanicolaou 400X.

Fig. 70 A, B, C. Vaginitis purulenta.
Sobre un fondo sucio predominan
morfologicamente celularidad epitelial de
intermedias altas y superficiales, leucocitos
PMN (GB) moderados y gran cantidad de
bacterias. Gorila de tierras bajas (Gorilla
gorilla)  Apéndice, foto 14. Tincion de

Papanicolaou. 400 X.



Fig. 71 A y B. Vaginitis purulenta. Sobre un fondo leucocitario se observan principalmente
células intermedias altas. Lobo gris mexicano. (Canis lupus baileyi). Tincion de Papanicolaou.

400 X.
5.4.1.2. Paraqueratosis

Existen algunos cambios que pueden o no estar asociados a procesos inflamatorios, la
Paraqueratosis es un mecanismo de proteccion del epitelio estratificado no queratinizado
del tracto genital (cambio de diferenciacion anormal). Aparecen células superficiales
pequetias aisladas o en grupos con escaso citoplasma queratinizado. El nucleo es pequefio

hipercromatico.®'** Fig. 72

Fig. 72. Vaginitis crénica con queratinizacion. A. Células epiteliales queratinizadas (flecha roja) notese
la queratina de color naranja con aspecto refringente, Tincion Papanicolaou 400X, B. Células epiteliales
queratinizadas con presencia de PMN (GB), Tincién Papanicolaou 400X, C y D. Macrofagos (M), PMN
(GB) y al fondo bacterias cocobacilares (b) en vaginitis cronica, Tincién Diff Quick 1000 X. Muflon

europeo (Ovis orientalis musimon) Apéndice, foto 15.
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5.4.1.3. Micadticas
Candida albicans es un hongo que se observa con frecuencia en los frotis vaginales.
Aparecen pseudohifas (estructuras alargadas, septadas) y esporas (ovoides y pequeiias).

6,8,9,10,47,49 s
,0,7,10,47, Flg.73

LY

R

Fig. 73. Vaginitis micdtica. Pseudohifas de Fig. 74. Vaginitis micética. Notese la

Candida sp. Flechas. Notese estructuras presencia de levaduras. Circulo. Lobo gris
alargadas y delgadas. Panda gigante. mexicano (Canis lupus baileyi). Tincion
(diluropoda melanoleuca). Tincion Papanicolaou. 400 X.
Papanicolaou 400X.
-
. . .
= 5 '_' _-‘:‘ L Fig. 75. Vaginitis micética. Notese la
‘;“: 4 :‘ jf presencia de levaduras. Flecha. Panda
s ’ - gigante (Ailuropoda melanoleuca). Tincion
- Papanicolaou. 400 X.
et |

5.4.1.4 Parasitarias
En rumiantes es frecuente observar Tritrichomona foetus, que producen cambios celulares
como son binucleacion, halos perinucleares, nicleos picndticos y eosinofilia; ademas,
aparece gran cantidad de polimorfonucleares que suelen agruparse formando las llamadas
“Bola de cafion”. El fondo del frotis suele ser sucio, con abundantes detritus celulares. Las
tricomonas se observan como estructuras elipticas o redondeadas de color azul grisaceo, de
8 a 20 um, con nucleo redondo y excéntrico, lo que facilita su identificacion. Con

. . 6,10,46,50 e
frecuencia estan mal conservadas, por lo que es raro observar el flagelo. ™ """ Fig. 76




Fig. 76. Vaginitis parasitaria.
Tritrichomona foetus. Obsérvese estructura
eliptica rodeada de color azul grisaceo.
Flecha. Antilope eland (Taurotragus oryx)
Apéndice, foto 16. Tincion Papanicolaou. 1000

5.4.1.5. Virales

Los padecimientos virales genitales son poco frecuentes, sin embargo, es de importancia en
animales la vaginitis asociada a herpes. En la citologia las células afectadas son grandes,
multinucleadas; estos nicleos se encuentran muy unidos unos a otros, lo que se conoce
como moldeamiento, y presentan cuerpos de inclusion eosinofilos o baséfilos rodeados por

) o . 6,7,8,10,46,47
un halo; otros niicleos muestran aspecto de vidrio esmerilado.™" ™ ™™

5.4.1.6. Chlamydophila spp.
Chlamydophila spp. en su forma intracelular forma cuerpos reticulares y cuerpos
elementares. Los cuerpos elementales al infectar a las células se reorganizan y aumentan de
tamafio, se replican repetidamente por fision binaria y producen inclusiones. Infecta a las
células susceptibles, casi siempre células metaplasicas; estas células presentan aumento de
tamafio celular y nuclear, multinucleacién y vacuolizacion del citoplasma. Se encuentran
también macrdéfagos y aumento en el nimero de lobulaciones nucleares en los neutrofilos.

16,8,9,10,47,49 yae
»0,7, 10,47, Flg. 77
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Fig. 77. A y B. Chlamydophila spp. Flecha. Noétese los cuerpos elementares. Lobo gris

mexicano (Canis lupus baileyi). Tincidén Papanicolaou. 400 X.

5.4.1.7. Metabdlicas
Asociado a veces con proceso inflamatorio se pueden encontrar cambios celulares debidos
a deficiencia de 4cido folico y vitamina B12 ocasionando aumento celular y

. . 1 2
multinucleaciones. ®1%2°

5.4.1.8. Neoplasias
Las neoplasias mas comunes son los tumores de células redondas. Con menor frecuencia
se encuentra el carcinoma epidermoide. El carcinoma de células transcisionales, el cual
invade vagina, también puede ser identificado, aunque es menos comun. Estas neoplasias
son diagnosticadas citologicamente considerando los criterios de malignidad, asi como las

- . 6,8,9,10,12,26,39,47
caracteristicas propias de cada una de ellas. > " =77

5.4.2. Patologia uterina
5.4.2.1. Metritis
Generalmente se caracteriza por ser una enfermedad sistémica, hay fiebre y una gran
descarga uterina maloliente, la incidencia de metritis es alta en animales que tuvieron
dificultad o una labor de parto prolongada o retencioén placentaria. Bacterias y neutrofilos
en degeneracion son observados frecuentemente en los frotis vaginales; raramente pueden

6,10,12,46,47,48,50

ser visibles fibras musculares de fetos en descomposicion. Fig. 78 y 79.
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Fig. 78. A y B. Endometritis fibrinopurulenta. Citologia vaginal. Se identifica gran cantidad
de leucocitos polimorfonucleares (neutrofilos) en diferentes estadios de degeneracion y necrosis
entremezclados con hilos de fibrina y detritus celular. Notese una célula endometrial degenerada

(Flecha). Binturong. (Arctictis binturong) Apéndice, foto 17. Tincion Papanicolaou. 400 X .

Fig. 79. A y B. Endometritis purulenta.
PAF Post-mortem. Se observa un grupo de
células endometriales en diferentes estadios
de degeneracion y necrosis. (Flecha azul)
Jabali europeo (Sus scrofa). Apéndice, foto
19 Tincion Papanicolaou 100X. C.

Correlacion histologica. Notese las células

de las glandulas endometriales degeneradas

(Flecha roja). Tincion H&E 100X.
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Fig. 80. Endometritis. Impronta de cérvix
post-mortem. Presencia de células

endometriales hiperplasicas formando

grupos.  Antilope nilgo.  (Bosephalus

tragocamelus). Apéndice, foto 18. Tincion

Papanicolaou. 400 X.

5.4.2.2. Piometra (Hiperplasia endometrial quistica)
Resultado de trastornos hormonales o en tratamientos inadecuados hormonales a base de
progesterona (Causa iatrogénica), se produce un aumento de células del epitelio glandular

10,12,46,47 .4 .y
6:10.12.46.47:4850 Cyando la accion de la progesterona

(hiperplasia) y de su actividad secretora.
es prolongada da lugar a la hiperplasia endometrial quistica, la cual se caracteriza por el
acumulo de liquido en las glandulas y en la luz uterina. Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Streptococcus, Pseudomonas, y Proteus spp., son los organismos mas cominmente

. . 39,46,47,48,50,51,52
aislados de piometra.”” """

La citologia en la piometra de cuello abierto muestra
gran cantidad de elementos inflamatorios, principalmente polimorfonucleares, detritus
celulares, flora bacteriana y células endometriales hiperplasicas grandes, aisladas o en
grupos, con nucleos excéntricos o central, citoplasma abundante vacuolado, en ocasiones la
gran cantidad de vacuolas citoplasmaticas hace que el nucleo se vea retraido en la parte
central de la célula. En la piometra con cuello cerrado la citologia muestra escasos
polimorfonucleares y numerosas células intermedias de epitelio vaginal. *740:47:48:50:31.52

Fig. 81y 82.
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Fig. 81. A y B. Piometra de cuello abierto. Citologia vaginal. Presencia de células de
epitelio plano con predominio de células intermedias seguidas de superficiales. Se
observan varias células endometriales (F/echas) con abundantes leucocitos PMN. Tigre de

Sumatra (Panthera tigris sumatrae). Apéndice, foto 20. Tincidn Papanicolaou. 400 X.

Fig. 82. A y B. Piometra de cuello abierto. Citologia vaginal. Fondo proteiniceo denso

con predominio de células intermedias y moderados neutrofilos. Tamandua (Tamandua

mexicana) Apéndice, foto 21. Tincion Diff Quick 400X

5.4.2.3. Neoplasias
Leiomiomas 'y leiomiosarcomas son los principales tumores uterinos, pueden ser
diagnosticados por citologia vaginal cuando éstos la han invadido.'*>>78%13224142 E|
leiomioma microscopicamente estd constituido por una proliferacion de bandas de células
de musculo liso (fusiformes) que tienden a intersectarse en angulos rectos en lugar de
agruparse de manera curveada. Con poca frecuencia se advierten variaciones en volumen
celular o de los nucleos, con pocas figuras mitoticas. En el leiomiosarcoma las células

varian desde células alargadas ligeramente curveadas hasta células redondeadas

anaplasicas, con un nicleo en pocision central.
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El citoplasma es delgado, con bordes mal definidos; cuando las células adoptan forma
redondeada el citoplasma es mas denso y mas eosinofilico. El nucleo se observa compacto,

de cromatina hipercrémica y uno o varios nucleolos, se observan también células gigantes.
6,10,12,46,47.48,50

Fig. 83. Ay B. Leiomioma.
PAF  Post-mortem. Grupo de células
fusiformes de citoplasma delgado, nétese la

poca variacion de tamafio. Leon africano
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5.5. DIAGNOSTICO CITOLOGICO EN TRASTORNOS
REPRODUCTIVOS DEL. MACHO

5.5.1. Prepucio
A la inflamacion del glande peneano se le conoce como balanitis; a la inflamacion del
prepucio se le conoce como Postitis. La inflamacion inespecifica del pene y prepucio
(balanopostitis) puede ocurrir en un gran nimero de situaciones. Una gran y diversa flora
microbial normalmente habita en la cavidad prepucial, por lo que la inflamacion ocurre

generalmente secundario a un trauma.’****’ Fig. 84 y 85
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Fig. 84 A y B. Balanopostitis purulenta. Raspado de mucosa prepucial. Células

poligonales de citoplasma fino bien definido y nucleo hipercroméatico con nucleolo
prominente rodeadas de abundante leucocitos polimorfonucleares. Oso negro (Ursus

americanus) Apéndice, foto 23. A. Tincion Diff Quick 400X, B. Tincién Papanicolaou 100X.

Fig. 85 A y B. Balanopostitis purulenta. Raspado de mucosa prepucial. Lobo gris

mexicano (Canis lupus baileyi). A. Tincion Diff Quick 1000X, B. Tincién Papanicolaou
400X.
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5.5.2. Testiculo
Los tubulos seminiferos estdn compuestos por células de Sertoli maduras y células
germinales en diferentes estadios de maduracion; todas estas estructuras se encuentran
delimitadas por una distintiva membrana basal. Esta diversidad morfoldgica hace que en
consecuencia, en la citologia se detecte una poblacion celular polimorfa en la que se
incluye principalmente células germinales (de todos los estadios) y espermatozoides,

ademads de una muy escasa proporcion de células de sertoli y algunas células intersticiales.
8,9,10

Las células de Sertoli abarcan alrededor del 10 al 15% del total de células tubulares. Son
células de tipo columnar, que se ubican sobre la membrana basal y caracteristicamente
emiten proyecciones citoplasmaticas alrededor de los elementos germinales
(sustentaculares). En los preparados citoldgicos de testiculos sin alteraciones, es muy poco
probable encontrarlas, si se detectan, estas células son alargadas a ovoides, presentan
cantidad variable de citoplasma y sus bordes son pobremente definidos. En ocasiones es
posible evidenciar restos de espermatidas en ellos y discretas vacuolas lipidicas, los
nlcleos tienden a ser ovoides y eucromaticos (con cromatina fina granular) suelen
presentar ademas un nucleolo prominente. **1%%

Las células germinales comprenden la mayor parte de las células contenidas en los tubulos
seminiferos, abarcando una amplia gama de estadios de maduracion, los cuales son
reconocidos con relativa facilidad por el patron de cromatina. En los preparados
citologicos, es posible evidenciar todos estos estadios de maduracion, aunque en ocasiones
es dificil hacer la discriminacion entre uno y otro; sobre todo en el caso de espermatocitos
primarios. Las caracteristicas citologicas de cada estadio son las siguientes:
Espermatogonias: son células redondeadas de nucleo central y con nucleolo prominente.
La cromatina nuclear tiende a ser reticular, muy similar a la que se observa en los
linfoblastos; dando un aspecto eucromatico a este. El citoplasma suele ser homogéneo y
en ocasiones es posible detectar una zona perinuclear clara. (Fig. 86) Espermatocitos
primarios: son redondeados a ovoides, de nucleo redondo, dependiendo de la fase de
maduracion la cromatina variard de fina granular en dispuesta en cordones delgados o en
localizaciéon perinuclear y no se aprecian nucleolos. Espermatocitos secundarios: Por lo
general son dificiles de observar, son redondeados con cromatina fina granular, presentan

escaso citoplasma. (Fig. 87 A) Espermatidas: Son de forma ovoide a alargada, el nucleo es
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ovoide, denso y homogéneo, la cantidad de citoplasma es variable, depende del grado de
madurez. Espermatozoides: Estas células no necesitan de mayor descripcion su
caracteristica forma con una cabeza ovoide y un flagelo es inconfundible. **'***° Fig, 87

B

En los aspirados las células intersticiales (Leydig) se observan redondeadas y
comparativamente son de mayor tamafio que las células germinales, el ntcleo redondo,
localizado centralmente, abundante citoplasma con gran cantidad de vacuolas de diferente

tamafio. 6,8,9,10,26,39,50

Fig. 86 A, B, C, D. Células germinales. Espermatogonias normales. PAF testicular.

Células redondas de nucleo central de cromatina reticular y nucléolo prominente. Lobo

gris mexicano (Canis lupus baileyi). Tincion Papanicolaou 400X.
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Fig. 87. A. Células germinales (espermatocitos): Células redondas con nucleo redondo
con cromatina granular o dispuesta en cordones. B. Espermatozoides. (Flechas) PAF

testicular. Llama (Lama glama), Apéndice, foto 24. Tincion Papanicolaou. A. 400X B. 100X.

5.5.2.1. Inflamacion
La orquitis purulenta por lo general es de origen bacteriano, los agentes principalmente
aislados de estas lesiones son Escherichia coli y Proteus vulgaris. En la citologia se puede
encontrar fondo proteinaceo granular, detritus celular, gran cantidad de neutrofilos, en
ocasiones es posible observar diferentes estadios de maduracién espermatica y grupos de
células de leydig. Para diferenciar la naturaleza del exudado; sobre todo en el caso de que
no se aprecien bacterias, debe observarse a detalle la morfologia del nticleo, ya que en los
procesos sépticos los nucleos aparecen hinchados y con poco detalle, en el caso de
inflamaciones asépticas, los nicleos permanecen inalterados. En la orquitis granulomatosa
el agente principalmente involucrado es Brucella spp. En las citologias se observan
macrofagos, células epiteloides, células gigantes multinucleadas, abundantes linfocitos,
tejido fibroso. En la gran mayoria de los casos la presencia de células propias del 6rgano es

6,8,9,10,26,39,46,47,48,49,50,51,52
muy escasa o nula, %7 AR

5.5.2.2. Neoplasias
Las neoplasias testiculares mas comunes son aquellas que se originan a partir de células
germinales, de Sertoli y de las células intersticiales (Leydig). Estas tres entidades
(seminoma, tumor de células de Sertoli y tumor de células intersticiales respectivamente)
se presentan en animales adultos con mas tendencia a seniles, en la mayoria de los casos de
forma unilateral y en menor proporcion de forma bilateral, ya sea un solo foco tumoral o

multiples nodulaciones®'’. Citologicamente el Tumor de células intersticiales (Leydig) se
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caracteriza por presentar moderada a abundante celularidad, compuesta por células de
nucleo ovoide con un pequefio nucleolo, abundante citoplasma finamente vacuolado. En
algunos casos es posible evidenciar la presencia de estructuras eosinofilicas
correspondientes a cristales de Reinker. Los aspirados de tumores de células de sertoli son
altamente celulares, estan constituidos por células tendientes a ser alargadas, muy similares
a las células normales (Fig. 89). El citoplasma es de aspecto espumoso debido a que se
encuentran finamente vacuolados. Los nicleos son ovoides con cromatina fina reticular y
discreto nucleolo. Las neoplasias de células germinales se originan a partir de la serie
espermatogénica presumiblemente de espermatogonias basales (células germinales
primordiales). Citologicamente los seminomas (Fig. 88) se caracterizan ser altamente
celulares, integrados por células redondeadas con anisocitosis marcada. Los niicleos son
redondeados con cromatina fina reticulada, nucleolos y una marcada anisocariosis. Pueden
ser mono o multinucleadas con un marcado incremento de la relacion nticleo-citoplasma y

los citoplasmas son discretamente basofilicos. Las figuras mitdticas son abundantes. Puede

haber abundante infiltrado inflamatorio de tipo linfocitario, lo que algunos autores
6,8,9,10,26,39

denominan como seminoma clasico.

Fig. 88, A. Seminoma. Foto panoramica,
nodtese la hipercelularidad.

Tincién de Papanicolaou 400X.

B. Detalle de células neoplasicas
Papanicolaou 1000X.

C. Mitosis atipica (flecha)

Tincion de Papanicolaou, 1000X.

Oso negro (Ursus americanus).
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Fig. 89. Tumor de Células de Sertoli. PAF post-mortem. A. Noétese la ausencia de células

germinales y proliferacion de células de Sertoli (Células alargadas con niicleos ovoides con
cromatina fina granular y discreto nucleolo). Tincion Papanicolaou 400X, B. Correlacion

histologica, proliferacion de células de sertoli. Tincion H&E 100X. Llama. (Lama glama).

5.5.2.3. Cambios adaptativos
El parénquima testicular puede atrofiarse, observandose una marcada disminucion del
tamafio testicular y las estructuras tubulares son pequenas y solo se observan células de
Sertoli. Por esta disminucion tisular el tejido intersticial aparenta estar proliferado. En los
preparados citologicos encontramos células de Sertoli predominantemente, ausencia de
espermatogénesis. En el caso de la hipoplasia, esta puede ser uni o bilateral con causas
muy diversas; entre ellas congénitas. También se debe considerar que en un individuo senil
citolégicamente los hallazgos pueden ser similares a una hipoplasia; aunque en esta
situacion existe cierta cantidad de epitelio germinal sin presencia de espermatozoides
(azoospermia). En las citologias de esta patologia se puede encontrar: Células de sertoli,
sobre todo si es atrofia o hipoplasia. Puede existir cierta cantidad de epitelio germinal,
generalmente del mas inmaduro y azoospermia, principalmente en hipoplasia e individuos

. 10,2 46,47,48,4 1,52
seniles. 6,8,9,10,26,39,46,47,48,49,50,51,5
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5.5.3. Prostata.
El epitelio glandular prostatico se dispone en ldminas o sabanas de tamafio variable

. . . 992,20
formando en muchas ocasiones lo que se denomina “patrén en panal de abeja”””". L

as
células glandulares son cuboidales a columnares, tiende a observarse redondeado y de
bordes citoplasmaticos bien delimitados. (Fig. 90) Los ntcleos se encuentran localizados
centralmente, son redondeados con cromatina fina. En la mayoria de los casos no muestran

N 39,43,53
nucleolo y cuando este se presenta es pequefio y redondo. >

La prostata es una glandula que no presenta flora bacteriana, por lo que su presencia
sugiere la causa del problema en alrededor del 70% de los casos. Las bacterias
comunmente aisladas en estos casos son Escherichia coli, Proteus spp., Streptococcus spp.
y Staphylococcus spp. En la prostatitis se presentan colonias bacterianas, entremezcladas
con material proteindceo granular denso, gran cantidad de neutrofilos con diferentes grados
de degeneracion nuclear llegando hasta la cariolisis. Asi como macrofagos espumosos
altamente reactivos. !>

En la hiperplasia prostatica se observan grandes sabanas dispuestas en el clasico patron en
panal de abeja; que en algunas sabanas muestra proyecciones digitiformes; asi como
algunas células aisladas. Es posible identificar muy escasas células mioepiteliales
entremezcladas con las sabanas celulares. Las células epiteliales; si bien remedan mucho el
aspecto del epitelio normal, puede exhibir discreta anisocariosis y un leve incremento de la

S - 6,8,9,10,53 s
relacion nucleo citoplasma. ™™ ™" Fig. 91

En adenocarcinomas prostatico hay un incremento de la celularidad, se presentan grandes
laminas celulares donde se ha perdido la polaridad nuclear y se detecta marcada
sobreposicion nuclear, perdiéndose gradualmente el patron de panal de abeja. Las células
epiteliales muestran anisocitosis de moderada a marcada con anisocariosis e incremento de
la relacién nucleo citoplasma. Los nucleos presentan cromatina tendiente a ser gruesa
granular, distribuida aleatoriamente en el nicleo y uno a varios nucleolos prominentes,
angulados y con anisonucleoliosis. Los citoplasmas se tornan mas densos y pueden exhibir
vacuolas eosinofilicas, lo que sugiere su efecto secretor (células claras), o bien pueden
observarse en las sabanas un patron de agrupacion pseudocribiforme, lo que sugiere una

ey, . 6,8,9,26,39,47,53
distribucidn acinar. 5777
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Fig. 90. Epitelio prostatico sin
alteraciones. A y B. Células cuboidales a
columnares con citoplasma finamente
granular 'y vacuolado con nucleo
excéntrico. Tincion Papanicolaou 400X. C.
Correlacion  histologica.  Lobo  gris
mexicano (Canis lupus baileyi). Tincion
H&E 100X.

Fig. 91. A y B Hiperplasia prostatica. PAF de prostata. Células agrupadas en forma de panal

de abejas con ligero grado de anisocitosis. Mono ardilla (Saimiri sciureus) Apéndice, foto 25.

Tincion Papanicolaou A. 400X, B. 100X
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6. DISCUSION

Este documento desarrolld 87 citologias del aparato reproductor de mamiferos silvestres,
de hembra (utero y vagina) y de macho (testiculo y prostata) en situaciones normales y

con alteraciones:

En la hembra, en forma generalizada el examen de citologia vaginal identificd células

epiteliales parabasales ©7#*10:12:13.14.15.26.54 (Fig. 3 a 7), intermedias (bajas y altas)

6,7,8,9,10,12,13,14,15,26 6,8,9,10,12,18,14,15

(Fig. 8 a 14) y superficiales (Fig. 15 a 21) segun la etapa

de maduracion del epitelio (Fig. 1 y 22), siendo morfoldgicamente similares a las

1,13

establecidas por la literatura con pequefias variaciones de tamafio > °; se notaron otros

N - . 89,10,10,124647 e
elementos como eritrocitos, leucocitos y bacterias 7 " (Fig. 34 a 36); se

, . . 10,2 .
observaron células endocervicales y endometriales, **'***2%(Fig,

23 a 31) en raspados
vaginales de ejemplares sanos no son comunmente vistas; sin embargo, el uso de improntas
y PAF in situ nos hizo posible su identificacion; las células de la fosa clitoral (Fig. 32 y 33)

. . .. . 6,10,12,18
se identificaron como indicadores de una incorrecta toma de muestra. > >~

En el monitoreo del ciclo estral de Lobo gris mexicano (Canis lupus baileyi), la
informacion reproductiva es en base a esta especie, relacionando Unicamente el aspecto
citologico y fisioldgico con el de la perra. El final del anestro, proestro y estro son las
etapas mayormente vistas durante la temporada de muestreo (Enero a Abril) '+!2272%-30-3132
debido a que es una herramienta peri-estrual. El proestro (Fig. 37 a 40) fue identificado por
frotis de fondo sucio con la caracteristica presencia de eritrocitos de menor a mayor
presentacion, predominio de células parabasales e intermedias madurando a superficiales,
por lo que la etapa se divide en temprana, media y tardia variando en las proporciones de

10,14,15,34

los elementos mencionados . La conducta para esta etapa incluy6 baja frecuencia de

cortejo e intentos de copula por parte del macho con rechazo de la hembra, secrecion

: : : : (o 14,1529,30
sanguinolenta no evidente en ocasiones, durando en promedio 24 dias ™ >

. La etapa de
mayor importancia (estro) (Fig. 42 a 46), fue identificada con frotis de fondo claro, escasa
presencia de eritrocitos, predominio de células superficiales nucleadas con diferentes

S - - 6,8.9,10,12,14,15
grados de cariopicnosis y superficiales anucleadas ™™ ™ =™

, siendo esta la etapa donde

se presenta con mayor frecuencia cortejos, aceptacion del macho, presentacion de la region
: . s . o 14152

ano-genital y secrecion vulvar con una duraciéon promedio de 27 dias '*'>***°. La etapa de

diestro (Fig. 47 y 48) presenté un cambio de celularidad con predominio de intermedias y
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8,9,10,14,15

parabasales, asi como de leucocitos y bacterias concluye la conducta de celo y

10,11

presenta una duracion de 66 dias promedio , finalmente la etapa de anestro se

observaron células parabasales e intermedias en menor proporcidon con o sin neutrofilos y/o
. 67,.89,10,15,55 . . )
bacterias durando meses (Fig. 49). Las células observadas en los frotis de loba

son idénticas a la de la perra por lo que hace pensar que desde el punto de vista endocrino

10,11

son muy parecidos . De acuerdo con (Esquivel Et al., 1994) nos pudimos dar cuenta

14,15,29,30

que la duracion del ciclo estral de la loba es variable y que hay un considerable

14,15

aumento en los tiempos principalmente en proestro y estro . Este estudio sumado a

determinaciones hormonales y evaluacion clinica de la signologia del ciclo estral permite
detectar el periodo de fertilidad en el Lobo gris mexicano (Canis lupus baileyi).””° En el
Panga gigante (Ailuropoda melanoleuca) se debid evaluar las células morfolégicamente

20,21,22,23,24 /s
,21,22,23, (Flg.

por un indice de maduracion 51 a 55), asi como por un indice eosinofilico

12181920 (Fig. 56 a 62), es decir, ademas de diagnosticar la etapa estral a través de la
observacion de un predominio de células superficiales o escamas, se debid evaluar un
indice que nos permite establecer los 2 cambios cromaticos dependientes a la
concentracion de estrogeno. El primero con cambio de azul a rosa y el segundo de rosa a

20,21,22,23,24

amarillo o naranja. La duracién del estro (Fig. 66 a 67) en esta especie va de 9-

11 dias, teniendo ovulacién espontanea y siendo sexualmente receptiva por solo 2 o 3 dias

. . 20,21,22,23,24
durante la primavera especialmente en Marzo. ="~

Los trastornos reproductivos en la hembra presentados fueron: Vaginitis purulenta de
6,7.8,9,10,11,48,49

origen bacteriano (Fig. 68 a 71), observado en Elefante asiatico (Elephas

maximus), Panda gigante (Ailuropoda melanoleuca), Lobo gris mexicano (Canis lupus

baileyi) caracterizados por poca celularidad epitelial envuelta en abundantes leucocitos

7,8,9,10

polimorfonucleares (PMN) , en el Gorila de tierras bajas (Gorilla gorilla) se observo

abundantes células epiteliales de morfologia intermedia y superficial degeneradas sobre un

7,8,9,10,48

fondo bacteriano , vaginitis con queratinizacién '°(Fig. 72), observado en Muflon

europeo (Ovis orientalis musimon) con cambio de diferenciacion de epitelio a
consecuencia de cronicidad, en el frotis se observa células epiteliales queratinizadas,

. , . . 1 . . N ..
leucocitos, macrofagos y bacterias cocobacilares™'’. Se identificaron vaginitis micotica

T8I0 (g, 73 a 75) por Candida sp. y levaduras. Vaginitis parasitaria por
Tritrichomona foetus '****° (Fig. 76) observando en Antilope eland (Taurotragus oryx).

También se notaron cuerpos elementares de Chlamydophyla spp.8:8:9:10:36 (Fig. 77), éstas

ultimas en Lobo gris mexicano (Canis lupus baileyi). En utero se observo: endometritis
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fibrinopurulenta en Binturong (Binturong arctictis) (Fig. 78) con gran cantidad de

. . . . 10,39,46,47,48 4
leucocitos PMN, fibrina y escasa celularidad endometrial degenerada®®?-10-3%:46:47:48.49

endometritis en Antilope nilgo (Bosephalus tragocamelus) (Fig. 79) endometritis purulenta
en Jabali europeo (Sus scrofa) (Fig. 80) caracterizado por células endometriales

.4 . . . . . , .
degeneradas y necrosis’’, piometra de cuello abierto (hiperplasia endometrial quistica)
6,7,8,9,10,12,18,36,37,38,39,41,47,48

(Fig. 81 y 82) en Tigre de Sumatra (Panthera tigris sumatrae) y
Tamandta (Tamandua mexicana) observandose en el frotis un fondo inflamatorio,
principalmente con polimorfonucleares, detritus celular, flora bacteriana y células
endometriales hiperplasicas solas o formando grupos ©7*%10-12183637.38.39.4147.48 — 1
neoplasia uterina encontrada fue Leiomioma (Fig. 83) en Leon africano (Panthera leo)

caracterizado citolégicamente por celularidad fusiforme uniforme de citoplasma delgado.

En el macho se pudieron identificar células germinales de testiculo sano (Fig. 86 y 87) a

partir de una PAF post-mortem de Lobo gris mexicano (Canis lupus baileyi), identificando

6,8,9,36,47,55 i i
ot en Llama (Lama glama) se pudo identificar

6,8,9,10,55

principalmente espermatogonias
espermatocitos y espermatozoides Las patologias encontradas en el aparato

reproductor de macho fueron: Balanopostitis purulenta***’ (Fig. 84 y 85) en Lobo gris

mexicano (Canis lupus baileyi) y Oso negro (Ursus americanus) notandose células

poliédricas provenientes de uretra peneana rodeadas de abundante leucocitos

. 46,47 . , .
polimorfonucleares™"’, dentro de las neoplasias se encontr6 el seminoma

10,2 47,484 1,52 . . .
6.7:8.9:10.26.39.474849.5031.32 (pjs. 88) en Oso negro (Ursus americanus) caracterizado por alta

celularidad de morfologia redonda con anisocitosis, anisocariosis, multinucleacion y

: o 1259134243, . :
presencia de figuras mitdticas > >""; asi como el Tumor de células de sertoli

6,7,8,9,10,26,39,47,48 49,50,51,52 . . ., .
PDRTIREIEALIREIISY en Llama (Lama glama) observandose proliferacion de este tipo

46,50
1 %%

celular en ausencia de tejido germina (Fig. 89), alteraciones testiculares inflamatorias

no fueron vistas durante el periodo de tiempo de recopilacion de muestras. En el Lobo gris
mexicano (Canis lupus baileyi) mediante una PAF post-mortem se pudo observar células

" . . 6,8.9,10,26,53
prostaticas sin alteraciones 77

(Fig. 90) y correlacionarla histolégicamente

, . , 53
observando células columnares con citoplasma finamente vacuolado con nucleo central™;

6,8,9,10,26,53

finalmente hiperplasia prostatica (Fig. 91) en Mono ardilla (Saimiri sciureus)

observandose células prostaticas con ligero grado de anisocitosis en grupos asemejando a

. 610,53,
un panal de abejas.
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7. CONCLUSION

El diagnostico citoldgico es una opcion que conlleva una metodologia sencilla y que con
los conocimientos necesarios es util en el diagndstico de enfermedades reproductivas de
animales domésticos y silvestres. Cuando se requiera; los métodos de obtencion de
citologia como lo es el raspado, impronta y puncion con aguja fina PAF pueden evaluar
celularidad sin alteraciones o en su defecto diagnosticar trastornos inflamatorios y
neoplasicos del tracto reproductivo de hembra y macho, en muchos casos en un paciente

enfermo y en otros en el estudio post-mortem.

El examen de las células exfoliadas de la vagina es una técnica muy simple que puede
utilizarse para el monitoreo del ciclo estral en diferentes especies. En el Lobo gris
mexicano (Canis lupus baileyi) y el Panda gigante (4iluropoda melanoleuca) esta técnica
provee de resultados muy confiables que puede servir como una herramienta de
diagnostico de etapa estral aunada a la medicion de hormonas y signologia de la época
reproductiva, aunque cabe mencionar que en ambos se necesita incrementar el campo de
investigacion para obtener mejores resultados. Esta técnica también es (til para identificar

trastornos del tracto reproductivo de la hembra.

Este trabajo cumple con el objetivo propuesto ya que provee una herramienta de consulta
basica para gente interesada en el area, que servira de medio de orientacion cuando se
necesite diagnosticar con los métodos aqui aplicados o bien, fomenta el diagndstico por

medio de estos.

No hubo mucha variabilidad de mamiferos silvestres, sin embargo, lo mostrado aqui

representa un pequefio avance en el area que se abordo.

Finalmente con este documento se participa activamente en los programas de reproduccion

de las especies mencionadas anteriormente, muchas de ellas en peligro de extincion.
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9. APENDICE

i
Foto: Erika J. Mendoza Téllez Foto: Erika J. Mendoza Téllez

1) Laboratorio de Patologia, DGZVS. 2) Material para la toma de citologia vaginal.

Foto cortesia: Laboratorio de Patologia, DGZVS

4 a) Toma de raspado vaginal en el Lobo gris

Foto: Erika J. Mendoza Téllez mexicano (Canis lupus baileyi).

3) Fijacion en humedo. Vaso de coplin con

alcohol al 96° y fijador en aerosol.

Foto cortesia: Laboratorio de Patologia, DGZVS

Foto cortesia: Laboratorio de Patologia, DGZVS 5) Panda gigante (Ailur op oda melanoleuca)
4 b) Toma de raspado vaginal en el Lobo gris  "Shuan Shuan". En posicion de toma de

mexicano (Canis lupus baileyi). muestra vaginal.
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Fotos cortesia: MVZ Rogelio Campos. Zooldgico de Chapultepec

6) a y b. Panda gigante (4iluropoda melanoleuca) “Shuan-Shuan”. Raspado vaginal.

ey

A };:;,; |

Foto: Erika J. Mendoza Téllez Foto: Erika J. Mendoza Téllez

7) Material de toma de PAF. 8) Tren de tincion de Papanicolaou.

Foto: Erika J. Mendoza Téllez

9) Tren de tincion Diff Quick

Foto: Erika J. Mendoza Téllez

10) Microscopio Optico Carl Zeizz®.
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Foto: Erika J. Mendoza T. Foto: Erika J. Mendoza T.

11) Lobo gris mexicano (Canis lupus 12) Panda  gigante  (diluropoda
baileyi). melanoleuca).

Foto: Erika J. Mendoza T. Foto cortesia: QBP Maria de los Angeles Escamilla Pintado
13) Elefante asiatico (Elephas maximus). 14) Gorila de tierras bajas
(Gorilla gorilla).

Foto: Erika J. Mendoza T. Foto: Erika J. Mendoza T.

15) Muflon Europeo (Ovis musimon). 16) Antilope eland (Taurotragus oryx).
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Foto cortesia: QBP Maria de los Angeles Pintado Escamilla Foto cortesia: QBP Maria de los Angeles Pintado Escamilla

17) Binturong. (Arctictis binturong). 18)  Antilope nilgo.  (Bosephalus
tragocamelus).

Foto cortesia: QBP Maria de los Angeles Pintado Escamilla Foto: Erika J. Mendoza T.

19) Jabali europeo. (Sus scrofa). 20) Tigre de Sumatra (Panthera tigris
Sumatrae).

Foto cortesia: QBP Maria de los Angeles Pintado Escamilla Foto: Erika J. Mendoza T.
21) Tamandua (Tamadua mexicana). 22) Leo6n africano (Panthera leo).
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Fuente: Galeria del Zoologico de San Juan de Aragon

23) Oso negro (Ursus Americanus).

Foto: Erika J. Mendoza T.

25) Mono ardilla. (Saimiri sciureus).

Foto cortesia: QBP Maria de los Angeles Pintado Escamilla

24) Llama (Lama glama).
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