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Caracterizacion de la Citologia Exfoliativa Vaginal en Alpacas
(Vicugna pacos)

CHARACTERIZATION OF VAGINAL EXFOLIATIVE CYTOLOGY IN ALPACAS (VICUGNA PACOS)

Joel Pacheco C.!2

RESUMEN

Se realizo una caracterizacion de las formas celulares encontradas en frotices vaginales
de alpacas vacias, asi como la caracterizacion del indice de maduracion en diferentes
estadios fisiologicos (hembras vacias, prefiadas, posparto temprano, pos-copula) y la
descripcion del tejido vaginal de hembras vacias y prefiadas para determinar diferencias
estructurales. Las diferencias del indice de maduracion entre alpacas vacias y prefiadas
podrian ser ttiles como método de diagnostico de gestacion.
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The characterization of the cellular forms found in vaginal smears of non-pregnant
alpacas was carried out, as well as the characterization of the maturation index in various
physiological stages (non-pregnant, pregnant, early post-partum, post-copula) and the
description of the vaginal tissue of non-pregnant and pregnant females to determine
structural differences. Differences in the maturation index between non-pregnant and
pregnant alpacas could be useful as a diagnostic method of gestation.
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INTRODUCCION

La vagina es un 6rgano muscular com-
puesto por tres capas: mucosa, muscular y
adventicia; revestida por epitelio estratificado
plano no queratinizado. Este epitelio sufre
variaciones debido a cambios hormonales que
ocasionan la muerte y descamacion de las
células de las capas superficiales (Jones y
Edgren, 1973; Dellman y Brown 1980;
Feldman y Nelson, 2007). Cambios en la es-
tructura histologica de la vagina, incluyendo
el aumento de la irrigacion sanguinea, son
debidos a la edad y el nimero de partos del
animal (Rodriguez et al., 2004).

La citologia exfoliativa vaginal es una
técnica simple, que se utiliza con mucha efi-
cacia para determinar el estadio del ciclo
estral en perras y gatas, dado que los niveles
cambiantes de estrogenos en sangre produ-
cen variaciones morfologicas en el epitelio
vaginal (Thrall y Olson, 2003). Asimismo, la
actividad mitética del estrato basal del epite-
lio de la vagina en la oveja se incrementa a
medida que se acerca el momento de la ovu-
lacion, mientras que se encuentran pocas
células superficiales descamadas en el dies-
tro (Hawkins y Darlow, 1934; Porto et al.,
2007).

Las células encontradas en frotis
vaginales han sido clasificadas como células
parabasales (redondas con poco citoplasma),
células intermedias pequefias y grandes (cé-
lulas mas grandes, nticleo grande, ligeramen-
te ovaladas) y células superficiales
(anucleadas y con nucleo picnético, citoplas-
ma irregular) (Pifieiro et al., 1995; Thrall y
Olson, 2003). Por otro lado, el indice de ma-
duracion es el porcentaje de células
parabasales, intermedias y superficiales en-
contradas en frotis vaginales, el cual se puede
relacionar a los estadios del ciclo reproductivo
del animal en estudio (Mills et. al. 1979).

Las dimensiones de los diferentes tipos

de células encontradas en frotis vaginales de
alpacas corresponden a 18-25,29-43 y 28-78

Rev Inv Vet Peru 2017; 28(4): 886-893

um de diametro para células parabasales, in-
termedias y superficiales respectivamente
(Pedrana et al., 2008).

En el canino se observa un 80% de cé-
lulas superficiales en la fase de estro y de
20% en el diestro, mientras que en el anestro
solo se observan células parabasales ¢ inter-
medias pequefias (Stornelli ez al., 2006), en
tanto que en la gata se observa 88% de célu-
las superficiales en el estro, y de 87% de cé-
lulas intermedias y 3% de células superficia-
les en el anestro (Mills et al., 1979). En es-
pecies como el pecari de collar (Tayassu
tajacu) se indica que 60% o mas de células
superficiales es un indicador del estro (Ma-
yor et al., 2004).

El diagnoéstico de gestacion mediante
citologia exfoliativa esta reportado en monos
del género Aotus (Rios et al., 1999) y
Callitrix (Mitchell y Jones, 1975), asi como
en la chinchilla (Chinchilla lanigera) y el
hurén (Mustela spp), donde las diferencias
entre los indices de maduracion de hembras
vacias y prefiadas son evidentes (Williams et
al., 1992; Bekyiirek et al., 2002).

En los camélidos sudamericanos, debi-
do ala singularidad de su fisiologia ovérica,
esta técnica podria ser de ayuda en el mane-
joreproductivo, asi como una alternativa para
el diagnostico de gestacion, en especial en
especies silvestres como vicufias y guanacos,
dado su caracter de técnica no invasiva. Los
objetivos del presente estudio fueron deter-
minar las caracteristicas morfologicas de las
células obtenidas mediante frotis vaginales,
determinar el indice de maduracion en varios
estados fisiologicos (vacias, prefiadas,
posparto temprano y poscopula) y determi-
nar las diferencias estructurales del epitelio
vaginal entre hembras vacias y prefiadas.

MATERIALES Y METODOS

Experimento I: Descripcion citologica de
células vaginales
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Se obtuvieron frotis vaginales de 10
alpacas adultas durante la estacion
reproductiva. Para esto, un hisopo de 10 cm
fue introducido 7 cm dentro de la vagina,
donde se realizd movimientos rotatorios con-
tra la pared vaginal. Luego, se hizo rodar el
hisopo en una lamina portaobjetos, se fijo con
alcohol etilico de 90° y se dejo secar. Los
frotis fueron coloreados con la tincion Wright
por 5 min, se adiciono6 agua tamponada por 3
min, se lavd con agua corriente, y finalmente
se dejo secar. Los frotis fueron observados
en microscopio Optico a diferentes aumen-
tos. La medicion de las células se realizo uti-
lizando un microscopio de proyeccion a 400
aumentos.

Experimento II: Citologia exfoliativa
vaginal segun el estado reproductivo

Se obtuvieron frotis vaginales de 10
alpacas vacias (5 aceptan la copula y 5 re-
chazan la copula), 10 alpacas prefiadas y 12
alpacas en posparto temprano (2-5 dias
posparto). Todos los animales eran adultos y
las muestras fueron recolectadas durante la
estacion reproductiva.

Ademas, se obtuvieron frotis vaginales
de tres alpacas poscopula (dias 3, 6,9y 12)
y los resultados fueron comparados con ha-
llazgos en la observacion de los organos
reproductivos como presencia de cuerpo liteo
y presencia / ausencia de embrion. La tincion
de los frotis se hizo siguiendo el procedimiento
indicado en el Experimento [.

Experimento III: Modificaciones estruc-
turales en vagina de alpacas vacias y pre-
nadas

Dos alpacas vacias y dos prefiadas fue-
ron sacrificadas y se tomaron muestras
vaginales para estudio histologico. Los teji-
dos fueron fijados con paraformaldehido al
4% diluido en PBS a 0.1 M y pH 7.2, fueron
sometidos a procedimientos histologicos de
rutina. Los cortes fueron de 7 um de grosor,
coloreados con hematoxilina y eosina, y eva-
luados en microscopio optico.
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Las alpacas utilizadas en los experimen-
tos Il y III fueron sacrificadas en el matade-
ro municipal del Distrito de Nuifioa, Puno. Los
analisis estadisticos para los experimentos II
y III se realizaron mediante la prueba de Chi-
cuadrado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Experimento I

Se pudo observar la existencia de for-
mas celulares similares a las reportadas en
especies como caninos y felinos (Pifieiro et
al., 1995; Thrall y Olson, 2003), descritas
como parabasales, intermedias (pequeias y
grandes) y superficiales.

En la Figura 1 se muestran los tipos de
células encontradas en los frotis vaginales.
Las células parabasales eran de forma re-
dondeada, con un nucleo de gran tamafo y
escaso citoplasma, formando generalmente
columnas celulares agrupadas. Las células
intermedias pequefias se observaron como
células redondeadas, de mayor tamafio que
las células parabasales y con mayor cantidad
de citoplasma, pero con el nicleo de similar
tamafio a las parabasales. Las células inter-
medias grandes presentaban forma ovalada
y la presencia de mayor cantidad de citoplas-
ma era notorio al poseer un nticleo mas pe-
queno. En algunas células se observaba un
inicio de picnosis, pudiéndose confundirse con
células superficiales de nucleo picnoético.

Las células superficiales se presentan
como células grandes de forma irregular,
angulosas y, en algunos casos, se muestran
plegadas. En el caso de células superficiales
con nucleo picnotico, el nicleo se encuentra
fragmentado, débilmente tefiido y en franca
degeneracion (Figura 1F). También se obser-
van células anucleadas, cuya tincion es me-
nos intensa por estar altamente queratinizadas
(Figura 1E). Se pueden observar leucocitos,
especialmente neutrédfilos (Figura 1G), pero
muy pocos eritrocitos.
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Figura 1. C¢lulas parabasales, intermedias y superficiales en frotices vaginales de alpaca.
A: célula parabasal; B y C: células intermedias pequeiias; D: célula intermedia
grande; E: célula superficial anucleada; F: célula superficial con nticleo picnético;

G: neutroéfilos

Figura2. Cortes histologicos de vagina de una alpaca vacia (foto izquierda) y prefiada (foto

derecha)

Las dimensiones de las células del epi-
telio vaginal de las alpacas se encuentran en
el Cuadro 1. El tamafio de las células fue in-
ferior al reportado en frotices vaginales de
gatas (Mills et al., 1979). Asimismo, las célu-
las parabasales fueron de menor tamafio que
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las reportadas para la alpaca (18-25 um) e
intermedias pequefias; sin embargo, las célu-
las intermedias grandes y superficiales se
encontraron dentro el rango descrito por
Pedrana et al. (2008).
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Cuadro 1.- Didmetros promedios (um)
en células epiteliales en frotis
vaginales de alpaca

Tipo de célula Célula Nucleo

Parabasal 15.8¢ 9.8
Intermedia pequenia  20.4¢ 9.0
Intermedia grande 33.7° 11.6
Superficial 51.4¢

ab Syperindices diferentes dentro de
columna indican diferencia significativa
(p<0.05)

Cuadro 2. Indice de maduracion de células
vaginales en alpacas hembras vacias

Postura ante el

Tipo de macho Total

célula

Rechaza Acepta

Superficiales 54.2° 79.5*  66.9
Intermedias 29.2% 15.4* 22.3

Parabasales 8.0 1.9% 4.9
Leucocitos 5.9 2.0 39
Eritrocitos 2.7 1.2 2.0

ab Superindices diferentes dentro de filas
indican diferencia significativa (p<0.05)

Cuadro 3. Indice de maduracién de células
vaginales en alpacas hembras prefiadas

Tipo de célula Total

Superficiales 12.6

Intermedias 58.4

Parabasales 26.9

Leucocitos 2.1

Eritrocitos 0
890

Experimento 11

En hembras vacias, el indice de madu-
racion muestra incremento de células super-
ficiales durante la dominancia estrogénica
(p<0.05; Cuadro 2). El comportamiento de
las alpacas hembras frente al macho es atri-
buido al alto nivel de estrogenos presente en
la hembra durante la fase folicular (Bravo,
2002; Quispe et al., 2012). E1 66.8% de célu-
las superficiales en las hembras vacias fue
similar a lo descrito en pecaris (Mayor et al.,
2004), pero inferior a lo reportado en gatos
(Mills et al., 1979).

En hembras prefiadas, el porcentaje de
células superficiales disminuy6 mientras el
porcentaje de células parabasales e interme-
dias se increment6 (Cuadro 3), presentando
valores similares al anestro en otras especies
(Mills et al., 1979; Mayor et al., 2004;
Stornelli et al., 2006). Este valor para las cé-
lulas superficiales podria ser utilizado en el
diagndstico de gestacion, puesto que es muy
diferente a los porcentajes encontrados en
alpacas vacias (Cuadro 2).

En el posparto temprano, el epitelio
vaginal presenta un alto porcentaje de célu-
las intermedias (Cuadro 4), con muy bajos
porcentajes de células superficiales, indican-
do la no existencia de niveles estrogénicos
que permitan la maduracion de estas células
(Mills et al., 1979). Asimismo, se puede ob-
servar la alta cantidad de neutréfilos presen-
tes en la vagina al segundo dia post parto,
debido probablemente a la inflamacién del
canal de parto (Bravo, 2002), los cuales dis-
minuyen rapidamente a partir del tercer dia
post parto.

Todas las alpacas presentaron cuerpo
lateo a los 3 y 6 dias de la copula, yalos 9y
12 dias se encontr6 el embrion ademas del
cuerpo luteo. Las frecuencias del tipo de cé-
lula vaginal se muestran en el Cuadro 5.
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Cuadro 4. Indice de maduracién de células vaginales en alpacas hembras durante el posparto

temprano

, Células Células Células Globulos Globulos
Dias . . . .
osparto superficiales intermedias  parabasales blancos rojos

Posp % % % % %

2 18.8 14.6 1.5 61.8 33

3 21.0 63.7 8.0 7.0 0.3

4 21.4 67.1 6.1 54 0

5 27.7 67.6 4.1 0.6 0

Cuadro 5. Indice de maduracion de células vaginales a los 3, 6, 9 y 12 dias pos-copula en
alpacas hembras con embrion en el tracto reproductivo

Tipos celulares Dia 3 Dia 6 Dia 9 Dia 12
Superficiales 65.3 56.9 42.4 28.0
Intermedias 32.8 37.6 52.2 59.5
Parabasales 1.9 5.5 54 12.5
Total (%) 100 100 100 100

La alta frecuencia de células superfi-
ciales en dia 3 pos-copula ante la presencia
de un cuerpo luteo en desarrollo (Bravo,
2002) podria estar reflejando una descama-
cion acelerada ante la elevada concentracion
de estrogenos en los dias previos. Este tipo
de célula comienza a descender gradualmente
de forma tal que el dia 12 pos-copula se ob-
servauna dominancia de las células interme-
dias, lo cual es compatible con un estado de
gestacion. Las células parabasales, por otro
lado, presentaron una baja frecuencia duran-
te este periodo.

Experimento III

Los cortes histologicos de vagina en una
alpaca vacia (Figura 2) muestran una muco-
sa cubierta con epitelio plano estratificado
homogéneo con apariencia pavimentosa en
la mayor parte de su extension (Feldman y
Nelson, 2007). Se llega a observar hasta sie-
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te y mas capas de células y zonas con desca-
macion celular, posiblemente por influencia
estrogénica ante la presencia de foliculos
desarrollados (Diehl y Day, 1973; Jones y
Edgren, 1973); ademas de la presencia de
pliegues, a veces pronunciados, a manera de
criptas. La submucosa se encuentra organi-
zada en fibras regulares y de manera laxa
con bastante irrigacion y con presencia de
acumulaciones linfociticas (Gartner y Hiatt,
2002; Rodriguez et al., 2004; Xelhuantzi et
al., 2004), en tanto que la capa muscular se
encuentra organizada en dos capas delgadas
y cubiertas por células mesoteliales (Gartner
y Hiatt, 2002).

En el caso de las alpacas prefiadas (Fi-
gura 2), se observa una mucosa con epitelio
estratificado plano (Feldman y Nelson, 2007),
con cinco o menos capas celulares, indican-
do la ausencia de estrogenos capaces de pro-
ducir proliferacion celular (Diehl y Day, 1973;
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Jones y Edgren, 1973); sin embargo, en algu-
nas zonas se observa la apariencia de un epi-
telio seudoestratificado con células cilindri-
cas y zonas engrosadas con células cubicas
hipertrofiadas, lo cual seria un comportamiento
celular sui generis en esta especie. El epite-
lio se observa delgado, con numerosas crip-
tas o pliegues a manera de rugosidades
(Rodriguez et al., 2004; Xelhuantzi et al.,
2004), con células grandes y globosas y célu-
las caliciformes. La submucosa presenta te-
jido conectivo poco vascularizado, delgado y
con contenido linfocitario. La capa muscular
se encuentra aumentada en grosor y la dis-
posicion de las fibras se observa desordena-
da, posiblemente debido a que ambos anima-
les fueron multiparos (Gartner y Hiatt, 2002;
Rodriguez et al., 2004).

CONCLUSIONES

e Enlos frotis vaginales de alpacas en las
diversas fases del ciclo reproductivo se
observan células similares a las reporta-
das en otras especies, por lo que dichos
protocolos de tincion y evaluacion podrian
utilizarse en evaluaciones de frotis
vaginales de alpacas.

e Los datos obtenidos a partir de frotis
vaginales en alpacas indican el estadio
del epitelio vaginal de acuerdo al estado
reproductivo del animal, habiendo mar-
cadas diferencias entre alpacas vacias
y alpacas prefiadas.

e  Elfrotis vaginal podria ser utilizado como
un método complementario de diagnos-
tico de gestacion, al ser una técnica no
invasiva.
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