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RESUMEN

Actualmente existe un elevado interés de biotecnologia para reproduccién asistida
en la gata doméstica, debido a que la informacion obtenida puede transferirse a
felinos silvestres. El objetivo de la presente investigacion fue describir los cambios
morfologicos de la citologia vaginal y uterina que ocurren durante las diferentes
etapas del ciclo estral y la asociacion de estos cambios con las caracteristicas de
los ovarios, el estado de desarrollo de los foliculos y la calidad del ovocito. Para este
estudio se utilizaron 20 gatas, a las cuales se realiz6 una citologia vaginal
prequirdrgica y otra postquirdrgica a nivel uterino. De los ovarios obtenidos se
obtuvo su morfometria de acuerdo a las diferentes etapas del ciclo: anestro, proestro
y estro, donde no hubo diferencias estadisticas (p>0,05) siendo el valor medio por
ovario de 0,44 cm de ancho, 1,00 cm de largo y 0,14 g de peso. El nimero de
foliculos ovaricos >2 mm< de diametro fue menor (p>0,05) en anestro (18,00  5,29)
que en proestro (31,44 + 11,28) y estro (25,28 + 8,03). La valoracién de la cantidad
de complejos cumulo ovocito (COC’s) no difirié estadisticamente, fue 21,50 + 10,08
en anestro, 35,56 + 11,23 en proestro y 33,00 = 11,70 en estro (p>0,05), sin
embargo, al valorar COC’s mediante la tincion azul brillante de cresilo se determiné
gue un mayor numero de COC’S (p<0,05) resulté ser BCB positivo en etapa de
proestro 18,67 + 5,24 vs 9,75 *+ 4,64 anestro y 18,00 + 5,32 estro.

Finalmente, las variables morfométricas del ovocito no tuvieron diferencias
estadisticas entre etapas del ciclo (p>0,05). En conclusion, las caracteristicas
morfométricas de los ovarios, la cantidad de foliculos y caracteristicas de los
ovocitos son estadisticamente similares indistintamente de la etapa del ciclo estral.
Asimismo, la prueba de BCB prob6 ser una metodologia util para categorizar

ovocitos de gatas.

Palabras clave: COC’s. Gatas. Ciclo estral. Citologia vaginal. Citologia uterina.

Caracterizacion morfométrica. Azul brillante de cresilo.
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ABSTRACT

Currently, there is a high interest in biotechnology for assisted reproduction in the
domestic cat, because the information obtained can be transferred to wild felids. The
objective of the present investigation was to describe the morphological changes in
vaginal and uterine cytology that occur during the different stages of the estrous
cycle and the association of these changes with the characteristics of the ovaries,
the state of development of the follicles and the quality of the oocyte. For this study,
20 female cats were used, which underwent a pre-surgical vaginal cytology and a
post-surgical cytology at the uterine level. The morphometry of the ovaries obtained
was obtained according to the different stages of the cycle: anestrus, proestrus and
estrus, where there were no statistical differences (p>0.05), the mean value per
ovary being 0.44 cm wide, 1.00 cm long and 0.14 g in weight. The number of ovarian
follicles >2 mm< in diameter was lower (p>0.05) in anestrus (18.00 + 5.29) than in
proestrus (31.44 + 11.28) and estrus (25.28 + 8.03). The evaluation of the amount
of oocyte cumulus complexes (COC's) did not differ statistically, it was 21.50 + 10.08
in anestrus, 35.56 £ 11.23 in proestrus and 33.00 = 11.70 in estrus (p>0.05),
however, when COC's were assessed by cresyl brilliant blue staining, it was
determined that a greater number of COC'S (p<0.05) resulted to be BCB positive in
proestrus stage 18.67 = 5.24 vs. 9.75 £ 4.64 anestrus and 18.00 *+ 5.32 estrus.

Finally, the oocyte morphometric variables had no statistical differences between
cycle stages (p>0.05). In conclusion, the morphometric characteristics of the ovaries,
the number of follicles and oocyte characteristics are statistically similar regardless
of the stage of the estrous cycle. Likewise, the BCB test proved to be a useful
methodology to categorize oocytes from female cats.

Key words: COC's. Cats. Estrous cycle. Vaginal cytology. Uterine cytology.
Morphometric characterization. Cresyl Brilliant Blue.
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1. INTRODUCCION

La biotecnologia reproductiva es una ciencia que a través de los afios ha ido
avanzando en varias especies, como la bovina (1), porcina (2) , ovina (3), caprina
(4) y en menor proporcioén la canina (5) ; sin embargo, en la felina y especificamente
en la gata doméstica la informacion cientifica existente a nuestro entender es
escasa (6) ; por lo tanto, es necesario conocer mas a fondo las particularidades

anatomo-fisioldgicas del aparato reproductor y ciclo estral de esta especie.

Considerando que la gata doméstica tiene un ciclo reproductivo estacional sensible
a mayor horas luz (14 horas) en paises de cuatro estaciones; sin embargo, en
lugares alrededor de la linea ecuatorial las horas luz son constantes en el afio, que

junto al efecto in door la presencia y duracién del ciclo estral podria verse alterado

7).

Conocer y entender estos principios fisiolégicos es necesario para la
implementacion de biotecnologias reproductivas como la produccion de embriones
in vitro (12). De alli la necesidad de caracterizar la citologia vaginal y uterina, asi
como la morfologia y morfometria del ovocito de la gata pre y postmaduracion
pretendiendo comprender los cambios morfofisiolégicos que ocurren durante las

diferentes fases del ciclo estral (8).

El método comunmente usado para reconocimiento de las diferentes fases estrales
es la citologia debido a su accesibilidad , entre las cuales tenemos la citologia
vaginal la cual se basa en diferenciar células cornificadas y no cornificadas(9) , y la
citologia uterina la cual se basa en el reconocimiento de células endometriales
normales o degenerativas (10), se conoce que en la actualidad la citologia uterina
de la gata doméstica ha sido poco estudiada (11).

En cuanto a los COC’s su estudio debe partir desde la morfologia y morfometria
para saber como el ciclo estral influye en estas caracteristicas. Varios estudios han
utilizado la tincion vital de azul brillante de cresilo para mejorar la seleccion de los

COC’s (12); asi, estudios realizados en ovarios de otras especies como la vaca (13),

Maria Belén Espinosa Quinteros, Yessica Gabriela Crespo Alvarez Pagina 19



55% UNIVERSIDAD DE CUENCA
€

cerda (14) y yegua (15), determinaron de manera indirecta el grado de desarrollo

del ovocito, lo que mejoré los resultados en la produccion de embriones in vitro (16).

Finalmente, partir del estudio basico reproductivo del ciclo de la gata, sus
particularidades a nivel de su tracto reproductivo y morfologia y morfometria de sus
gametas (ovocitos), constituiria una herramienta clave para realizar estudios a futuro
en especies de felinos silvestres, que, debido al aumento de las actividades
antropogénicas, varias especies de felinos silvestres estan al borde de la extincién
(14). Segun el libro rojo, en Ecuador existen 6 especies de felinos en peligro de
extincion; como el tigrillo chico (Leopardos tigrinus), gato andino (Oncifelis colocolo),
jaguar (Panthera onca), puma (Puma concolor), tigrillo (Leopardus pardalis), tigrillo

de cola larga (Leopardus wiedii) (15).

Maria Belén Espinosa Quinteros, Yessica Gabriela Crespo Alvarez Pagina 20



55% UNIVERSIDAD DE CUENCA
€

2. OBJETIVOS

2.1.1. General
Describir los cambios morfolégicos de la citologia vaginal, cervical y uterina durante
diferentes etapas del ciclo estral y su asociacién con las caracteristicas de los

ovarios, el estado de desarrollo de los foliculos y la calidad del ovocito.

2.1.2. Especificos
e Evaluar los cambios morfolégicos de la citologia vaginal, cervical y uterina en

diferentes etapas del ciclo estral de hembras felinas.
e Describir la morfologia y las caracteristicas de los ovarios de hembras felinas.

e Clasificar COC’s a través de sus caracteristicas morfométricas y la seleccién de

estos a través de un método no invasivo.
2.1.3. Pregunta de investigacién

¢ Cudles son los cambios observables en la citologia vaginal, cervical y uterina, asi
como, en las caracteristicas morfométricas de los ovarios y el desarrollo de los
foliculos y junto con la idoneidad de los ovocitos durante las diferentes etapas del

ciclo estral de la hembra felina?
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3. REVISION DE LITERATURA
3.1. Anatomiareproductiva felina

Los 6rganos genitales femeninos se dividen en segmentos, y se los puede clasificar
de acuerdo con su localizacibn como 6rganos internos y externos. Los 6rganos
internos son los ovarios, oviductos, Utero, cérvix y vagina, que estan relacionados
con la produccion, transporte y almacenamiento de gametos femeninos, estos se
encuentran sostenidos por el ligamento ancho formado por el mesovario que
sostiene al ovario, el mesosalpinx que sostiene al oviducto y el mesometrio que
sostiene al Utero. En cuanto a los érganos externos se encuentran formados por

vestibulo, vulva y clitoris (Tabla 1).

Tabla 1.Clasificacion de o6rganos reproductores de la hembra. Adaptado de
Negrete, J (2007) (24).

Organos internos Organos externos

Ovarios (produccion) Vestibulo
Oviductos (sistema de conductos) = Vulva
(Trasporte y almacenamiento)

Utero (sistema de conductos) Clitoris
(Trasporte y almacenamiento)

Vagina

3.1.1. Organos internos
= OQvarios: se encuentran en la cavidad abdominal, caudalmente a los rifiones
(Figura 1), son ovoides y de aproximadamente 1 cm de longitud y 0,5 cm de
ancho. El ovario derecho se sitia entre la pared del flanco derecho y el
duodeno. El izquierdo se relaciona con el bazo (17). Los ovarios estan
formados por dos zonas que son la corteza y la médula, las cuales se describen

a continuacion.
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Corteza: es una zona ancha periférica que contiene foliculos y cuerpos lateos
(Figura 2), cubierta por un epitelio de superficie de tipo cuboidal bajo. El
estroma cortical estd compuesto por tejido conjuntivo laxo (18). La tunica
albuginea es una gruesa capa de tejido conjuntivo, situada inmediatamente por
debajo del epitelio de superficie e interrumpida por el crecimiento de los
foliculos ovéricos y los cuerpos lateos, siendo apenas visible durante los

incrementos en la actividad ovarica.

Médula: area interior en la que estan contenidos nervios, un gran grupo de

vasos sanguineos y linfaticos (Figura 2) (19).

Oviductos: son estructuras tubulares blandas, cuya longitud promedio se
encuentra entre 4-5 cm. En el segmento inicial cranealmente se sitda el ovario
y el medio de fijacidon de esta estructura es el mesosalpinx (20). El oviducto se
caracteriza por poseer tres segmentos con diferentes funciones que son el

infundibulo, ampolla e istmo, los cuales se describen a continuacion.

Infundibulo: recoge los ovocitos que son expulsados del ovario a través de la
ovulacion. Se halla rodeado por la bolsa ovarica. Presenta unas proyecciones
digitiformes denominadas fimbrias (19). En el momento de la ovulacién, los
vasos sanguineos de las fimbrias estan repletos, y las fimbrias turgentes se
mueven por encima de la superficie del ovario como resultado de las
contracciones ritmicas de las células musculares lisas. Al mismo tiempo, los
cilios de las células epiteliales infundibulares transportan el ovocito hacia la

ampolla.

Ampolla: lugar donde se da la fecundacion. En este lugar la principal fuerza que
empuja el ovocito hacia el istmo es la actividad ciliar, pero en algunas especies

también interviene la contractibilidad muscular (21).

Istmo: la fuerza principal que empuja el cigoto hacia el Gtero es la
contractibilidad muscular, con cierta actividad ciliar en algunas especies. En la
fase folicular, las contracciones antiperistalticas tienden a mover los contenidos

luminales hacia la ampolla, mientras que en la fase lutea las contracciones
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segmentares mueven gradualmente el cigoto hacia el Utero. El cigoto necesita

de 4-5 dias para atravesar el istmo (20).

Utero: es corto, de forma tubular bicorne, con cuernos extremadamente largos.
Esta situado en una posicién dorsal al intestino delgado y consta de tres partes

gue son cuernos, cuerpo y cuello uterino, los cuales se describen a continuacion

(8):

Cuernos: rectos y con un diametro de 3-4 mm y una longitud de 12-15 cm.
Ambos cuernos divergen, formando una especie de V, y se dirige craneal y
dorsalmente para situarse detras de los ovarios (Figura 1), se ubica casi en su

totalidad en la cavidad abdominal.

Cuerpo: es corto midiendo alrededor de 2 cm de longitud y se encuentra en la

cavidad abdominal, ventral al recto y dorsal a la vejiga urinaria.

Cuello: es corto y posee una capa muscular gruesa. Caudalmente, el cuello se
proyecta en el interior de la vagina, formando ventralmente una proyeccion que
deja un fondo de saco en la pared vaginal (21). La mucosa uterina forma
pliegues longitudinales espirales. El medio de fijacion es el mesometrio, que es
peritoneo que se continda cranealmente con el mesosalpix (Figura 1) y con el

mesoovario.

Vagina: es estrecha cranealmente y no se distingue el férnix. Posee una capa
muscular gruesa formada por fibras circulares, en cuanto a la mucosa esta forma
pliegues longitudinales (18). Se extiende entre el cuello uterino y el vestibulo,
entre estas estructuras en la zona del piso, se encuentra una hendidura, a través

de la cual la uretra se conecta con el piso vestibular (Figura 1).

3.1.2. Organos externos

Vestibulo: conecta la vagina y la entrada de la uretra con la abertura genital
externa (Figura 1). En esta zona se encuentra las glandulas vestibulares
mayores que en la gata son pequefas (ausente en la perra), y se ubican en la

parte lateral del vestibulo (17).
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Vulva: la vulva esta formada a cada lado por un labio, que se encuentran con el
otro en las comisuras o angulos vulvares dorsal y ventral. Forma parte de los

genitales externos y cuyos labios terminan en la prominencia ventral (20).

Clitoris: se encuentra en el angulo o prominencia ventral de la vulva. Esta
estructura es analoga al pene, estad compuesta por dos pilares que se originan

en el arco isquiatico el Corpus clitoridis y el Glans clitoridis.

loma uterina de la a. ovérica

A.ovérica A iliaca int. A. vaginal Mesorrecto con fosa
Ovario en el mesovario parcrrectcﬂ
(ventana) :

Rifén
Recto

Uréter

Trompa uterina en el Excavacién rectogenital

mesosalpinx (ventana)

Vagina

- - : e Vestibulo de la vagina
&0 g e Vulva
Nl < L

del dtero - L 7 Excavacién vesicogenital

Mesometrio (lig. ancho del —
Otero)
Cuerno del dtero

- Excavacién pubovesical

il Cuello uterino A
. s . ‘A, uterina |
Lig. mediano de la vejiga i
Vejiga

Figura 1. Tracto reproductor de la hembra. Tomado de Konig y Liebich (2011)
(18).

3.2. Fisiologiareproductiva felina

3.2.1. Ovogénesis

El nimero de gametos que posee la hembra doméstica esta fijado desde el

momento del nacimiento y seran los Unicos capaces de ser fecundados. La

ovogénesis o formacion de los ovocitos comienza durante la vida embrionaria
(19,22)

La gametogénesis se da durante la vida intrauterina, en donde la célula se llegara

a ser un gameto femenino de caracteristicas con plena capacidad para ser

fecundados. Durante la gametogénesis es necesario un proceso de reduccion

cromosomica y un proceso propio de crecimiento del ovocito, al incorporar
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sustancias nutritivas necesarias para mantener los estadios iniciales del desarrollo

embrionario (17).

El proceso de reduccién cromosomica se le denomina meiosis y es imprescindible
para que el ovocito se ha fecundado, las oogonias entran en meiosis en la vida
intrauterina y se detendra en dos momentos especificos: alrededor del nacimiento
y en la ovulacion, completandose Unicamente al momento de la fecundacion. El
proceso meiotico consta de dos divisiones denominadas meiosis | y meiosis Il,
divididas cada una a su vez en cuatro fases: profase, metafase, anafase y telofase
(20).

3.2.2. Fisiologia del ciclo estral
La gata doméstica al igual que otros mamiferos domésticos como la yegua, la cabra
y la oveja son paléstricas estacionales, es decir ciclan repetidamente durante una
estacion reproductiva a menos que sea interrumpida por factores fisiolégicos como

la gestacion o patoldgicos como la pseudoprefiéz, enfermedad y estados de estrés
(7).

Los ciclos estrales de las gatas se extiende de 14 a 19 dias, en aquellas que han
sido sometidas a 14 horas luz diarias, y al ser expuestas a estas horas por tiempo
indefinido, la gata podra ciclar todo el afio, por lo contrario, en gatas que han sido
expuestas a menor o igual a 8 horas luz diarias, la actividad ovarica cesa, y

consecuentemente la hembra entra en anestro estacional (23).

Las hembras empiezan a ciclar a partir de los 5 a 10 meses de edad, esto esta
determinado por multiples factores, como la presencia del macho, tipo de pelo (23),
tiempo de exposicion a la luz (= 14 horas) y el peso de la hembra (1,5-2 Kg), siendo

estas dos Ultimas las mas relevantes en felinos (8).

La estacionalidad reproductiva de los felinos esta intimamente relacionada al
fotoperiodo, y por lo tanto, con la concentracion plasmatica de melatonina, hormona
secretada por la glandula pineal (24). La secrecion de melatonina sigue un ritmo
circadiano, es liberada en periodo de oscuridad, momento en que es sintetizada,

por lo contrario, en periodos de luz, su sintesis y secrecién es inhibida.
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Cuando existen noches largas, hay mayores horas de oscuridad y por ende se
produce mayor cantidad de melatonina, lo que produce un bloqueo en los pulsos de
GnRH, y cuando existen noches cortas que generalmente se da durante el verano,
la duracién de la secrecion de melatonina también es corta, y como consecuencia
existe menor concentracion sérica de melatonina y una produccion de pulsos de
GnRH.

La liberacion pulséatii de GnRH provoca la liberacion pulsétil de gonadotrofinas
hipofisarias, especialmente de la hormona luteinizante (LH), la que produce en la
hembra el comienzo del periodo reproductivo (23). Por otro lado, la ovulacion de la
gata ocurre por un reflejo neuroendocrino iniciado por una estimulacion mecanica
de los receptores sensoriales de la piel en la region perianal, en la vulva y el cérvix

durante el coito, o por una estimulacion similar al mismo.

Esta estimulacion causa la secrecion de GnRH, la cual determina la liberacion
pulsatil de LH y FSH que desencadena la ovulacién. La duracion y magnitud de la
liberacién de LH estan relacionadas con la cantidad de estimulacion recibida, y es
necesario que la gata sea servida o estimulada mecanicamente varias veces

durante el dia para alcanzar la ovulacion (7).

La ovulacion se da 24-64 horas después de la estimulacion, al romperse los
foliculos preovulatorios presentes en los ovarios. La descarga Optima de LH se
observa cuando se produce un maximo de apareamientos durante un periodo de 2
a 4 horas (25). Un estimulo coital adicional mas alla de este periodo de tiempo
puede no incrementar de manera significativa la descarga de LH. Los valores de
esta hormona van desde 10 ng/ml antes del apareamiento a mas de 100 ng/mi

después de la estimulacién maxima (23).

3.2.2.1. Fase folicular

Fase folicular llamada también fase estrogénica debida a la importante cantidad de
estrogenos secretados. Es una fase muy variable debido a que se acorta o alarga
debido a las variaciones que puede haber en la misma. La fase folicular empieza
con un reclutamiento de un grupo de foliculos, de estos se selecciona uno, al cual

lo denominaremos foliculo dominante, el cual va madurando y aumentando de
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tamafio, hasta el dia de la ovulacion, momento en el que el foliculo se rompe y libera
al ovocito. Después de la ovulacion el ovocito es liberado en los oviductos y dirigida

hacia el utero (17).

» Foliculogénesis

La foliculogénesis es un proceso altamente selectivo y empieza en la vida fetal. En
su proceso va desde reclutamiento del foliculo primordial al pool de foliculos en
crecimiento y finaliza con la ovulacion, o bien con la desaparicion del foliculo en
atresia. Los foliculos primordiales al sufrir una serie de complejos fenémenos de
proliferacion y diferenciacion se transforman en foliculos preantrales, en cada ciclo
cada uno de ellos va a completar su maduraciéon (seleccion, crecimiento y
dominancia del foliculo de graff), el resto acabaré sufriendo el proceso de atresia
folicular (22).

La maduracién folicular se da en dos fases una preantral, donde el foliculo sufre
procesos de crecimiento y diferenciacion, esta fase es independiente de
gonadotrofinas, es decir estd sometida a un proceso de regulacién
autocrino/paracrino por factores de crecimiento locales y la fase antral que es
dependiente de gonadotrofinas fundamentalmente de la hormona
foliculoestimulante (FSH) y luteinizante (LH), en esta fase se produce un enorme
crecimiento folicular (7). Los foliculos a su vez pueden ser clasificados como

primordiales, primarios, secundarios y de graff.

1. Foliculos primordiales: son los unicos foliculos presentes en la hembra antes
de la pubertad. Contiene un ovocito primario detenido en la metafase de la
primera division meidtica, se encuentra rodeado de una sola capa de células

aplanadas, llamadas células foliculares (células de la granulosa) (26).

2. Foliculos primarios: contiene un ovocito primario rodeado por varias capas de
células foliculares y a medida que el ovocito va creciendo (Figura 2), las células
aplanadas se convierten inicialmente en una capa de células cubicas y
cilindricas (25). Entre el ovocito y las células granulosas circundantes se originan
espacios en donde se deposita una sustancia que representa el inicio de la zona

pelicida y esta formada por glicoproteinas que produce el ovocito. La
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adquisicién de zona pellcida es la caracteristica de un foliculo primario y a

medida que los foliculos aumentan de tamafio van desplazandose gradualmente

al interior de la corteza (17).

3. Foliculos secundarios: en el caso de los foliculos secundarios las células
foliculares forman un epitelio estratificado alrededor del ovocito, llamandose
células de la granulosa, las cuales tienen la capacidad de sintetizar tres tipos
de esteroides ovaricos (27) en cantidades limitadas que son: progestagenos,
androgenos y estrogenos. En esta fase ademas se completa la maduracion de
la zona peldcida (Figura 2), posee glicoproteinas, mucopolisacaridos, acido
sialico y hialurénico, que poseen propiedades funcionales durante la

fecundacion.

4. Foliculos terciarios: al desarrollarse el foliculo secundario las células de la
granulosa empiezan a producir liquido folicular en respuesta a las
gonadotrofinas, liquido que se almacena paulatinamente en el espacio
intercelular, formando fisuras entre ellas, las cuales se van uniendo hasta
construir una cavidad (antro folicular) (Figura 2). Con la aparicion de la cavidad

antral, el foliculo se convierte en terciario (26).

En el foliculo terciario las células de la teca se dividen en dos capas, la teca
interna la cual es vascularizada y glandular y la teca externa formada de tejido
conectivo y células de musculo liso. Al desprenderse el ovocito una o0 mas capas
de las células del cumulus permanecen unidas, formando la corona radiata,
envoltura celular laxa que persiste después de la ovulacion (8). Después de
haber formado bastante cantidad de liquido en su interior sigue aumentando en
tamafio, y se va acercando a la superficie del ovario donde, en varias especies
puede ser palpado y descubierto como una masa redonda a manera de un quiste
(28) (Figura 2).

En animales politocos como la gata con mas de un descendiente en cada
gestacion, se presenta la ruptura de varios foliculos al mismo tiempo o con poca
diferencia, a veces de uno o de ambos ovarios. Se desconoce la causa inmediata

gue provoca la madurez de determinado foliculo (21).
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5. Foliculos atrésicos: no todos los foliculos primordiales que comienzan a
desarrollarse llegan a madurar. El resto de los foliculos no ovulados se
degeneran progresivamente, proceso conocido como atresia folicular (29)
(Figura 2). Existen dos tipos de atresia: atresia quistica, es cuando un proceso
de degeneracion del foliculo mantiene por un cierto tiempo el antro folicular antes
de desaparecer y la atresia obliterativa en el cual desaparece rapidamente el

antro folicular (16).

3.2.2.2. Fase luteal
Después de la ovulacion empieza la fase lautea o del cuerpo amarillo (Figura 2), y el
tiempo de vida del cuerpo luteo depende de si la hembra ha quedado gestante en
este caso se extiende alrededor de 66-70 dias. En el caso de que se haya producido
la ovulacion, pero no fecundacion, el tiempo de este puede ser de 40 dias, conocido

también como pseudogestacion (22).

Las células del cuerpo hemorragico, que corresponden a las células de la granulosa
y a las de la teca interna, comienzan una transformacion, conocida como
luteinizacion, que consiste en el aumento de volumen y namero de las células, las
cuales ademdas sufren cambios bioquimicos y morfolégicos. El proceso de
luteinizacion da como resultado el desarrollo de células con capacidad de producir
progesterona, ya que las anteriores (granulosa y teca interna) también tenian

capacidad esteroidogénica (células lateas) (7).

Se pueden distinguir dos tipos de células Iuteas (8): las células luteas grandes, estas
se originan a partir de las células de la granulosa y son poligonales con nucleos
esféricos prominentes y vesiculares que aunque producen oxitocina, producen
principalmente progesterona, el 70% de la progesterona luteal sin estimulo
gonadotrépico (LH). Las células luteales pequefias producen el 30% restante,

unicamente bajo estimulo de LH producen oxitocina (26).

Cuando no ha existido gestacion o pseudogestacion se da la regresion del cuerpo
liteo o llamada también lutedlisis, ocurriendo proliferacion del tejido conjuntivo,

denominandose cuerpo blanco (Figura 2), que sera reabsorbida paulatinamente (8).
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Figura 2. Representacion esquematica del ovario en diferentes etapas funcionales
del ciclo. Tomado de Grau y Walter (1967) (27).

3.2.3. Fases del ciclo estral
El ciclo estral felino de divide en cuatro periodos, proestro, estro, interestro y
anestro, cada uno de ellos se caracteriza por tener ciertas particularidades, se
producen cambios tanto a nivel de érganos reproductores externos como internos,

y también se aprecian cambios a nivel comportamental (30).

3.2.3.1 Proestro

Es un periodo del ciclo estral cuya duracion es breve de apenas 24 horas, y puede
pasar inadvertida o durar de 1-2 dias. Es el momento de actividad folicular (sintesis
y secrecion de estrégenos), cambios en la citologia vaginal y preparacion para el
apareamiento y prefiez. En este periodo los foliculos ovéaricos desarrollan desde un
diametro aproximado de 0,5 mm a 1,5 mm (31), se determina que al final de esta
fase existen alrededor de 3-7 foliculos dominantes.

Los estrogenos llegan a concentraciones superiores a 20 pg/ ml (26). El aumento
de las concentraciones séricas de estrogeno se relaciona con el comportamiento

afectuoso de la hembra, y caracteristicas conductuales como fricciones, pisoteo con
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los miembros posteriores, vocalizaciones y menos hostilidad hacia el macho,

periodo en que la hembra atrae al macho, pero no permite la monta (7).

3.2.3.2 Estro

Es el momento en que la hembra acepta el servicio, y la sintesis y concentracion
sérica de estrogenos llega a los niveles mas altos, que va de 40-80 pg/ml. La
duracién promedio de este periodo es de 6-10 dias (32). Debido a las altas
concentraciones de estrogeno plasmatico, la gata aumenta las vocalizaciones,
presenta lordosis, mantiene la cola hacia un lado aceptando la cépula. Este aumento
de estrégeno no solo produce cambio del comportamiento, sino que también actla

sobre el epitelio vaginal produciendo la cornificacion de este (8).

3.2.3.3 Interestro

Se da debido a la ausencia de apareamiento u ovulacién espontanea, es definida
como la etapa que le sigue a un estro y precede al estro siguiente. La duracion de
este periodo varia entre 8-10 dias promedio. Los niveles de estrogenos a nivel
sérico tanto en interestro como en anestro son inferiores a los 15 pg/ml (7).

3.2.3.4 Diestro

Se da cuando ha existido la ovulacion ya sea por copula o por estimulacion, pero no
ha habido fertilizacion de los ovocitos. Los foliculos se luteinizan y se forman
cuerpos luteos que secretan progesterona. La fase luteal es mas corta que la

gestacién, y se denomina pseudogestacion (Figura 4).

En este periodo los niveles séricos de la progesterona llegan a ser mayores de 20
pg/ml (30). La vida media de los cuerpos luteos es de 25-35 dias y a la final de esta
fase un periodo de interestro, procede al siguiente estro siempre y cuando las gatas
estén en etapa reproductiva. En consecuencia, la duracion de la pseudogestacion
es de 40 dias (Figura 4). En esta fase la citologia vaginal presenta las mismas

caracteristicas que en el interestro (7).

3.2.3.5 Anestro
Es el periodo caracterizado por la ausencia de los ciclos estrales y puede durar entre

90-150 dias (variable). Esta fase ocurre cuando disminuyen las horas luz con el
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consiguiente aumento de la melatonina y prolactina son sincrénicas, se elevan
durante los periodos de oscuridad y disminuyen durante los periodos de gran

intensidad luminica. Por lo tanto, el anestro felino se caracteriza por niveles

elevados de prolactina y melatonina, y niveles basales de
progesterona (23).

estrogenos 'y

Regreso al estro
después de la
etapa de interestro

-Dura 1 semana o
hasta 2-3 semanas
-Bajos niveles de
estrogeno >

Dura de 1-2 dias
Inicio de la fase:
Foliculos en

Dura de 5-7 dias
-Maxima actividad
folicular

A
reclutamiento. -Foliculos de 2-4 mm 15ng/ml <:|]>
Final de la fase:

3-7 foliculos P= Proestro b v QA
dominantes. E= Estro
1= Interestro e Iz D
A= Anestro s

e OO
I I I La hembra no ha ovulado I I I I
: Prolactina-Melatonina
Estrégenos-—--—-——-——LH

-Ocurre al
disminuir las
horas luz
-Dura 100-150
dias (Variable)

Figura 3.Fases del ciclo estral en la hembra felina. Adaptado de Bristol y Woodruff

(2006) (26), Jewgenow Yy Paris (2006) (27) , Malandian et al. (2011) (25).
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Figura 4. Esquema general del ciclo estral en la hembra felina. Adaptado de Royal

Canin, Comunidad gateros (2013) (41).
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3.3 Citologia vaginal en la deteccion del ciclo estral
La citologia es una herramienta muy importante en teriogenologia, en el caso de las
hembras especialmente caninos y felinos se puede usar para determinar en qué
etapa del ciclo reproductivo se encuentran, realizdndose comunmente citologias
vaginales que consisten en introducir un hisopo humedecido en la parte dorsal de
la hendidura vulvar, colocando la muestra en un portaobjetos y luego de tefirlo se

observa mediante microscopia, donde se visualiza cambio de celularidad (33).

Se considera la vagina se encuentra formada por células epiteliales cuboides que
al ser saludables estas se clasifican como no cornificadas y estas a su vez en células
parabasales e intermedias (20). Bajo la influencia del estrégeno estas células son
estimuladas para dividirse. A medida que se dividen y se engrosa el recubrimiento
vaginal, las células mas cercanas al lumen se tornan no viables, y pierden la
apariencia caracteristica de un monocapa celular saludable. Las células deformes
y en grupos se clasifican como cornificadas. Los tipos especificos de las células

son las superficiales y las escamosas anucleadas (21).

3.2.4. Proestro
La poblacién celular cambia de completamente no cornificada, a principios de este
ciclo a completamente cornificadas a finales de él. Se da la presencia de glébulos
rojos en esta etapa. Hay células polimorfonucleares (PMN) a comienzos del
proestro, pero son menos evidentes a medida que el epitelio se engrosa a finales
de esta fase (30).

3.2.5. Estro
Durante esta fase, el epitelio estd en su maximo espesor, con una capa prominente
de células queratinizadas sobre la superficie luminal. El estro se define
citolégicamente al 100% por células cornificadas, y méas del 50% de ella son células
escamosas anucleadas (Figura 5). No existe la presencia de células
polimorfonucleares (PMN), y puede haber glébulos rojos y bacterias comiunmente
evidentes (34). En consecuencia, la citologia vaginal de la fase folicular (proestro y

estro), presentard células superficiales nucleadas y anucleadas. Las células
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superficiales son grandes, de bordes irregulares, ndcleo oval y picnético o sin nicleo
(Figura 5) (35).

3.2.6. Interestro
Las células intermedias son mas pequefias que las superficiales, con contornos
celulares regulares y nucleo redondo u oval, el cual puede estar picnotico. Mediante
citologia vaginal puede observarse una media de células intermedias, células
superficiales en menor proporcién (Figura 5) y ocasionalmente pueden visualizarse

neutroéfilos (8).

3.2.7. Diestro
Al inicio de esta fase se pierden abruptamente las células cornificadas. La citologia
es no cornificada y puede haber muchos polimorfonucleares (PMN), en los primeros
dos dias del deistro. En un estudio realizado por Sanchez et al. (2013) (11)
determinaron que en la citologia vaginal existe un predominio de células
parabasales (35,5 £ 21.8) e intermedias (37,9 + 15,3) sobre las superficiales (26,6
+ 16,4) (Figura 5), sugiriendo que en el diestro las hembras presentan un mayor in

dice de células parabasales e intermedias.

3.2.8. Anestro
En esta etapa la citologia vaginal presenta contenido mucoso, predominio de células
parabasales y una escasa cantidad de células intermedias y leucocitos. Las células
parabasales se caracterizan por ser redondas, con bordes celulares regulares y
poseer una relacion nucleo citoplasma disminuida (Figura 5). Este periodo se
caracteriza por la presencia de pocas células, todas no cornificadas, y en ocasiones

pueden verse algunas PMN saludables (30).

Maria Belén Espinosa Quinteros, Yessica Gabriela Crespo Alvarez Pagina 35



‘@e
®

.,

Figura 5.Tipo de células epiteliales a conocer en la citologia vaginal A. Células

C .

basales pequefias y basofilicas, B. Células parabasales, C. Célula parabasal:
basofilica y tres células intermedias. D. Célula superficial o cornificada. Tomado de
Delfino et al. (2018) (36)

3.4 Citologia uterina (endometrial)
En la citologia endometrial es muy importante determinar qué tipo de células se
pueden encontrar, y las que cominmente se encuentran son células endometriales
normales (CEEN) (Figura 6) y células endometriales degenerativas (CEED) (Figura
6 y 7), también se puede encontrar eritrocitos, linfocitos, eosinofilos, macrofagos,
células plasmaticas, células vaginales, cervicales, bacterias y material amorfo,

ademas de mucus y detritus celulares (37).

Las CEEN (Figura 7) a su vez se subdividen en epitelio luminal y epitelio glandular
pero muchas veces no puede ser adecuadamente visualizado debido a sus

semejanzas morfoldgicas (11).

Las CEEN (Figura 6) se caracterizan por presentar dos ejes, uno mayor y otro menor
observandose células ovaladas, con un nucleo central o hacia un polo de la célula,
levemente ovalado o redondeado. Ademas, es frecuente observarlas en

monocapas, agrupadas, y con formas acinares. Las células aisladas presentan
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citoplasma, nucleo y nucléolo bien diferenciado, con una relacién nucleo- citoplasma

similar y un patrén de cromatina levemente granular.

Las CEED (11) presentan forma irregular, citoplasma con pequefas vacuolas con
deformaciones y nucleos picnéticos, con pérdida de su forma o sin presencia de

nacleo (Figura 7).

Figura 6.Citologia endometrial del utero perra. (A) Células epiteliales endometriales
normales (CEEN). (B) Células epiteliales endometriales estan agrandadas (CEED)

Citologia degenerativa (aumento 1000). Tomado de Groppetti et al. (2010) (37).

©_ s

Figura 7.Citologia endometrial del Utero perra. (G) Anestro temprano (CEED). (H)
Anestro medio (CEEN y CEED (flecha)). (I) Anestro tardio. Grupo grande de células
epiteliales endometriales que mantienen una disposicion glandular con luz central
abierta (flecha). Tomado de Groppetti et al. (2010) (37).
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3.5 Definicion y caracteristicas morfolégicas del ovocito
Los ovocitos son células germinales femeninas y su formacién se da por un evento
temprano en el desarrollo embrionario que se produce en el endodermo del saco
vitelino a partir de células germinales primordiales que emigran hasta la cresta
gonadal antes de diferenciarse en ovocitos. Durante el desarrollo fetal las células
germinales del ovario sufren un proceso de diferenciacion. Inicialmente se
transforman en ovogonias por sucesivas divisiones mitéticas, las cuales dan lugar

a ovocitos primarios al iniciarse la primera division meiética.

Sufriendo toda la poblacion de ovocitos este proceso en la vida fetal. Al nacimiento
el ovocito presenta la primera detencion de diplotene en profase | (38) y esta se
mantiene hasta la ovulacion y es importante para asegurar que el ovocito disponga
de tiempo suficiente para crecer antes de la fecundacion, de modo que sea capaz

de mantener el proceso de la embriogénesis (39).

Después de la pubertad la hembra empieza a ciclar y las caracteristicas
morfologicas de los ovocitos irdn acorde al estadio folicular en el que se encuentren.
Se conoce que existen mejores caracteristicas morfolégicas para proseguir con la
maduracién y fecundacion en ovocitos obtenidos de foliculos mayores a 2 mm de
diametro (31). Las caracteristicas morfologicas que generalmente se evalian en un

ovocito son:
e Corpusculo polar
e Espacio perivitelino
e Zona pellcida

e Citoplasma
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Corpisculo Polar Corona radiada

Zona Pellcida

Nucleo

Citoplasma

Figura 8. Estructura del ovocito. Tomado de Belmonte (2020) (42)

3.5.1 Evaluacion de la calidad de ovocitos

2.5.1.1. Evaluacién morfologica.

El criterio de clasificacion de los COC’s se fundamenta en los aspectos morfol6gicos
de las células del cumulus oophorus, asi como la homogeneidad del citoplasma del
ovocito y la integridad de la zona pellcida. Existen criterios que se han obtenido
previamente para la especie Felis catus (29), y se clasifica en 4 categorias:
categoria I, con un citoplasma oscuro homogéneo, redondo, con 5 0 mas capas
compactas de células de la granulosa; categoria Il, con un citoplasma oscuro
uniforme, rodeada por menos de 5 capas de células de la granulosa; Categoria lll
con pérdida de la homogeneidad del citoplasma, las capas de células de la
granulosa son menos compactas; y categoria IV, con citoplasma no homogéneo o
francamente fragmentado, células de la granulosa se encuentran disgregadas o

ausentes en su totalidad.

2.5.1.2. Evaluacion morfométrica.

Otra forma de clasificar a los ovocitos de acuerdo con su calidad se fundamenta en
la evaluacion de la morfometria, basdndose en las medidas de diametro total del
volumen del ovocito (sin considerar zona pellcida), espacio perivitelino y espesor

de la zona pelucida.
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= Diametro del ovocito: el didmetro de los ovocitos es un factor muy
importante para la clasificacion, debido a que se encarga de condicionar la
capacidad de maduracion del ovocito, por ende, la tasa de maduracién
nuclear aumenta junto con el didmetro (40).

* Volumen del ovocito: este parametro es utilizado con frecuencia para
evaluar la efectividad en la criopreservacion debido a que los cambios en el
volumen no deben sobrepasar + 30% (41). El volumen del ovocito es
expresado en micras cubicas y el aumento del mismo va en sincronia al
crecimiento de los foliculos, aumentando este a partir del foliculo primario
(39).

» Espacio perivitelino (EPV): es el area que se encuentra situada entre la
zona pelucida y citoplasma del ovocito, se asemeja a una matriz extracelular
formado durante la ovogénesis y su tamafo varia considerablemente durante
el desarrollo del ovocito. ElI EPV tiene un papel importante antes, durante y
después de la fecundacién, muchos autores hallan una correlacion entre su
tamafio con la tasa de fertilizacién, siendo afectada notablemente cuando el

espacio perivitelino es mayor (17).

» Espesor de la zona pelacida: la zona pelicida (ZP) es una matriz
extracelular traslicida, compuesta por una matriz de glicoproteinas que
rodea al ovocito y al embridén preimplantado de los mamiferos. El grosor de
la ZP de los ovocitos varia entre especies e incluso en ovocitos del mismo
animal (42). La diferencia en grosor implica que la cantidad proteica varia de
una especie a otra. Asi, el contenido proteico oscila entre 1 y 30 ng (43).
Tiene un papel importante durante la fertilizacion hasta la implantacion del
embridn. Se encarga de mediar el reconocimiento inicial de esperma-évulo y
después de la fertilizacién es sometida a modificacién estructural y bloqueo

de la poliespermia (44).

2.5.1.3. Prueba azul brillante de cresilo (BCB)
La prueba azul brillante de cresilo (BCB por sus siglas en inglés), es un

procedimiento no invasivo que refleja la actividad de la enzima glucosa-6-fosfato-
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deshidrogenasa (G6PDH) en el ovocito (12). Se conoce que la G6PDH, una enzima
componente de la via pentosa fosfato que participa la sintesis de nucledtidos y
NADPH. Esta enzima es capaz de degradar el BCB. Esta enzima es mas activa en
los ovocitos en la fase de crecimiento, por lo tanto, los ovocitos en crecimiento
expuestos al BCB seran incoloros mientras que los que ya culminaron su

crecimiento el citoplasma se observa de color azul (BCB+).

Hasta ahora el uso de BCB ha sido efectivo en diferentes especies de mamiferos,
incluyendo, humanos (45), vacas (16), cabras (4). Se ha demostrado que la tincién
BCB puede contribuir como una prueba complementaria a la evaluacién visual de
las caracteristicas morfolégicas como el grosor y la compacidad de células del
cumulus y la homogeneidad del citoplasma oscuro para la seleccién de ovocitos y
la obtencién de mayor porcentaje de embriones (16).

2.5.1.4. Ultraestructura de los ovocitos y expresion de genes

La ultraestructura permitira predecir la competencia de desarrollo de los ovocitos y
facilitar el desarrollo de los medios de maduracién y cultivo apropiados (16). Segun
Paz (2004) (6), el analisis ultra estructural de ovocitos en Leopardus pardalis y
Leopardus tigrinus se realiz6 mediante el uso del estereomicroscopio, y luego
donde luego de ser clasificados morfologicamente como grupos |, I, y lll, los
ovocitos se sometieron a un analisis histologico con cortes semifinos y ultrafinos

gue mediante microscopia electronica se clasificaron a los ovocitos en tres grupos:

= Qvocitos grupo I: en cortes semifinos fueron caracterizados por presentar
citoplasma homogéneo y zona peltcida compacta rodeada por células de
cumulus. En cortes ultra-finos fueron caracterizados por presentar ndcleo
irregular contenido de heterocromatina dispersa y envoltura nuclear
formando grandes ondas. Mitocondrias, granulos corticales y vesiculas con
material lipoproteico, reunidas y distribuidas por todo el citoplasma y también
alrededor del nucleo. Gotas de lipidos de varios tamafios fueron encontrados
en esta etapa. En microscopia electrénica de barrido apenas un ovocito fue

fotografiado presentdndose parcialmente desnudo (46).
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= Qvocitos grupo ll: en corte semifinos fueron caracterizados por no presentar
citoplasma homogéneo con zona pellcida y células de cumulus envolviendo

apenas parcialmente a la célula. En cortes ultrafinos fueron caracterizados

por presentar nucleo periférico con elevaciones en la envoltura nuclear.

Pequefias areas de heterocromatina podrian ser vistas proximas a la

envoltura nuclear. Numerosas proyecciones de células de cumulus que

penetran en la zona pellcida podrian ser observadas. En esta etapa habia

grande concentracion de gotas lipidicas, granulos corticales y vesiculas

dispersas por todo el citoplasma.

= Ovocitos grupo lll: en cortes semifinos fueron caracterizados por presentar
formas anormales con ausencia de células de cumulus y zona pelucida. En
cortes ultrafinos fueron caracterizados por presentar nucleo central sin ondas
en la envoltura nuclear, ademas de gotas de lipidos y granulos corticales

distribuidos por todo el citoplasma (6).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Materiales

4.1.1. Materiales fisicos
e Guantes de inspeccion
e Filipina

e Papel secante

e Mandil

e Jeringas 5 ml

e Jeringas 20 ml

e Caja poliestireno

e Equipo de diseccion

4.1.2. Materiales biol6gicos
e Ovarios de gata
e COC’s

4.1.3. Materiales quimicos
e Tincion iff quick

e Lactato de ringer

e Azul Brillante de Cresilo (C.1.51010) PanReac-AppliChem

4.1.4. Materiales de laboratorio

e Puntas de pipetas automaticas

e Pipetas automaticas

e Pinzas

e Guantes de nitrilo

e Caja petri cuadriculada cuadrada
e Bafio maria

e Estéreo microscopio

e Camara de alta definicion (Excelis AU-600-HDS) (S/N 1506417-S) Elaborado

en China

e Software image J (Ultima versién 1.52p -2019)
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4.2. Métodos

4.2.1. Area de estudio
El presente estudio se realizé en la ciudad de Cuenca provincia del Azuay, Ecuador.
Hubo dos procedimientos a realizar, uno consistio en la ejecucion de esterilizaciones
de gatas las cuales se llevaron a cabo en la Clinica Veterinaria y el procesamiento
de ovarios y recoleccion de COC’s que se efectu6 en el Laboratorio de
Biotecnologia de la Reproduccion Animal, ambas instalaciones pertenecen a la
Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca. En ambos
lugares predomina el clima templado con precipitaciones durante todo el afio, y una
temperatura promedio de 14 °C. De acuerdo a la ubicacion la latitud de la Clinica
Veterinaria es de -2.9174142 y altitud 2,560 m.s.n.m y latitud -3.0801834 vy altitud
2700 m.s.n.m. para el laboratorio de biotecnologia de la reproduccion.
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Figura 9. Ubicacién Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de

Cuenca y Laboratorio de Biotecnologia. Obtenido de Google Maps (2013).

4.2.2. Animales del estudio
Para el estudio se utilizaron 20 gatas mestiza (Felis catus), la edad media fue de

1,57 =+ 0,53 afos, un peso medio de 2,47 + 0,48 kg, y una condicion corporal (CC)
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de 2,5 £ 0,36, enlaque 1 es delgada y 5 es obesa (47). Previamente cada gata fue

sometida a una exploracion fisica para verificar que se encontraban sanas.
4.2.3. Unidad experimental

Las unidades experimentales en este estudio fueron los ovarios recolectados de 20
gatas siendo evaluados morfométricamente por su largo, ancho y peso, de estos
ovarios se obtuvieron los COC’S, los cuales fueron clasificados segun su morfologia
en tipo LILIILIV quienes posteriormente fueron evaluados de acuerdo a su
morfometria, por otro lado, las citologias del tracto reproductor (vagina y Utero) se
basaron en la forma, tamafio y numero de células, permitiéndonos establecer la

fase del ciclo estral en la que se encontraban las gatas.

4.2.4. Disefio experimental
El estudio fue observacional descriptivo basado en diferentes momentos de

valoracién una vez obtenida la unidad muestral.

1. Las hembras seleccionadas, previo a el proceso quirdrgico fueron sometidas
a hisopado del epitelio vaginal para la obtencion de una muestra que sirvid
para la realizacion de un frotis y posterior valoracion de la morfologia celular
de esta region.

2. Proceso quirargico (OVH), para la remocién de todo el tracto reproductivo
que incluyo ovarios, cuernos, cuerpo y cuello uterino.

3. Hisopado del epitelio del utero (cérvix, cuerpo) y realizacion del frotis para la
valoracion de la morfologia celular.

4. Separaciéony obtencion de ovarios, que fueron almacenados en una solucién
isoténica a una temperatura de 35°C y transportados hacia el laboratorio de
biotecnologia animal.

5. En el laboratorio de biotecnologia de la reproduccién de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias se procedié al procesamiento de los ovarios. Este
procedimiento incluyd: la observacion y valoracién de los foliculos bajo un

estereomicroscopio y la posterior obtencién de COC’s.
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4.3. Obtencion de muestras citolégicas

4.3.1. Vaginal
Para la citologia vaginal se usaron hisopos estériles los cuales se humedecieron en
solucion fisiologica, para posteriormente introducirlos en la vagina en un angulo de
45° hasta tocar el punto dorsal de la hendidura vulvar. En este lugar se realizaron
giros en contra de las manecillas del reloj, y finalmente, se procedié a retirar el
hisopo suavemente. A continuacién, en un portaobjetos estéril se realiz6é un barrido
con el hisopo en tres ocasiones consecutivas, se dejo secar al aire libre, para luego
introducir el portaobjetos en la tincion de Diff Quick (11) (durante 45 segundos). Se
procedié a lavar cuidadosamente con agua corriente y se realizé inmediatamente la
observacion en un microscopio (lente de 20x y 40x) (37) e interpretacion, segun el
tipo de células que predomina en la zona (células cornificadas o no cornificadas), y
cuya proporcion cambié de acuerdo a la fase del ciclo estral en la que se

encontraban las hembras (8).

4.3.2. Uterina
Una vez terminada la intervencion quirdrgica, se recuperd todo el tracto reproductivo
y posteriormente se identificdé cada region, y se procedi6 a pinzar el tracto
reproductivo a nivel de los cuernos y del cuerpo del Gtero. De manera simultanea
se realizo el procedimiento descrito por Sanchez y Stamatiu (2017) (11) para realizar
la citologia de todo el Gtero, que consistié en realizar una incision longitudinal de
3cm, en cada seccion del tracto reproductivo, luego se introdujo un hisopo estéril
humedecido diferente para cada seccion, y con una suave presion y ligeros

movimientos de rotacion sobre la mucosa uterina se procedié a tomar la muestra.

El procedimiento para preparar la placa y tefiir la misma, fue el que se describié
para la muestra vaginal, en el acpite anterior (citologia vaginal). En cuanto a la
interpretacion nos basamos en el tipo de celularidad que existe en esta zona, y que
se caracteriza por la presencia de células endometriales normales (CEEN) o células
endometriales en degeneraciéon (CEED) (11), la misma que cambi6 de acuerdo con

la fase del ciclo estral en la que se encontraban las hembras.
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4.4. Obtencion y traslado de ovarios
Previamente antes de la obtencion de los ovarios se procedio a colocar una solucion
fisioldgica isoténica a 35°C (12) en tubos Eppendorff que estaban identificados con
el codigo del animal en ovario derecho e izquierdo. Finalmente, los tubos fueron
colocados en un vaso estéril de toma de muestras de orina e introducidos en un
termo y llevados en un lapso no mayor a 4 horas al Laboratorio de Biotecnologia de
la Reproduccién Animal de la Facultad de Ciencias Agropecuarias para Su

procesamiento.

4.5. Valoracion de la morfologia ovarica
Para realizar la valoracidbn morfolégica se realizd el procedimiento descrito por
Dumas et al. (2019) (16), que consistié en retirar los tejidos adyacentes de los
ovarios y luego lavarlos en una solucioén fisiolégica isoténica atemperada a 35°C por

tres veces consecutivas, y colocarlos en una placa térmica a 35°C.

Luego cada ovario fue secado para posteriormente pesarlos en la balanza digital,
para obtener el peso en gr. Asimismo para la medicion de los ovarios se utilizd un
calibrador para medir el largo y ancho del ovario en mm. Luego cada ovario fue
llevado al estereoscopio para valorar y realizar el conteo de foliculos siguiendo la
metodologia descrita por Sanchez y Silva (2003) (48), clasificando a los foliculos

como >2mm y <2mm.

4.6. Obtenciény procesamiento de COC’s

La obtencién de los complejos cumulus ovocitos (COC’s) se realiz6 mediante la
técnica de slicing siguiendo el procedimiento descrito por Hernandez, Nava y
Vilchez (2009) (49), con variaciones adaptadas para este estudio. Los ovarios (OD;
Ol) de cada gata fueron puestos en una caja petri, donde se coloc6 2 ml de solucién
de lactato de ringer suplementado con polivinil alcohol, y luego se realizaron cortes
longitudinales y transversales, en cada lado del ovario. Posteriormente, se
colocaron 5 ml de solucion de lactato de Ringer suplementado para lavar los ovarios,
para finalmente llevarlos a un estereoscopio y observarlos bajo un lente de aumento
de 4,5x.
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4.7. Clasificacion de COC’s
El criterio de clasificacion de los COC’s se fundamento en los aspectos morfolégicos
de las células del cumulus oophorus, asi como la homogeneidad del citoplasma del
ovocito y la integridad de la zona pellcida, segun criterios obtenidos previamente
para la especie Felis catus por Wood y Wild (1997) (Tabla 2).

Tabla 2. Clasificacion de COC’s de la especie Felis catus. Adaptado de Wood y
wild (1997) (29).

Categoria Descripcién

Categorial |Citoplasma oscuro uniforme, redondo, con 5 o0 mas capas

compactas de células de la granulosa.

Categoria Il | Citoplasma oscuro uniforme, rodeada por menos de 5 capas de

células de la granulosa

Categoria lll |Pérdida de la uniformidad del citoplasma, las capas de células de

la granulosa son menos compactas

Categoria IV | Citoplasma no homogéneo o francamente fragmentado, células de

la granulosa se encuentran disgregadas o ausentes en su totalidad.

4.8. Caracterizacion morfométrica de los COC’s
La caracterizacion morfométrica de los COC’s consistio en determinar 5 medidas
morfométricas segun la metodologia sugerida por Ueno y Niimura (2008) (50). Para
realizar la medicion de estos parametros se utilizO una camara de alta definicion
(Excelis AU-600-HD) (S/N 1506417-S) elaborado en China acoplada a un
estereoscopio y observados con un aumento de 4,5x y en base a un software

(ImageJ) (tltima version 1.52p -2019). Los pardmetros para evaluar fueron:

= Diametro del ovocito: medida en linea recta de dos puntos de la
circunferencia del ovocito sin considerar la zona pellcida y expresada en

micras (um).
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= Volumen del ovocito: determinado mediante la férmula 4/3 (1) (radio del

ovocito)®y expresado en micras cubicas (um3).

= Espacio perivitelino: determinado mediante la férmula: (diametro del
ovocito-diametro del citoplasma) / 2 expresada en micras (um).

» Espesor de la zona pelucida: grosor o anchura de la zona pellcida

expresada en micras (um).

4.9. Tincion vital azul brillante de cresilo
Se siguié el procedimiento descrito por Dumas et al. (2019) (16), con modificaciones
para la especie Felis catus, primeramente, los COC’s fueron lavados 3 veces en
una solucién tampon de fosfato salino de Dulbecco (MDPBS, por sus siglas en
inglés). Previamente se prepar6 en un tubo Eppendorf la concentracion estandar 34

MM del azul brillante de cresilo (BCB, por sus siglas en inglés).

Se diluyeron 34 pl de la solucion stock del BCB en 1000 ul de medio mDPBS. La
tincion BCB preparada se homogenizo6 en el vortex y se colocaron cuatro gotas de
50 ul en una caja Petri. En cada gota se colocaron los COC’s de acuerdo con su
clasificacion. Posteriormente, la caja Petri fue llevada a la camara de CO:

humidificada a 38,5°C durante 90 minutos.

Al finalizar este tiempo, se saco la caja Petri de la camara de CO2y los COC’s fueron
lavados en tres ocasiones en gotas de medio mDPBS para posteriormente ser
evaluados, en un estereoscopio con un lente de 4,5x. Los ovocitos con citoplasma
no tefido fueron considerados como BCB negativos (BCB-), y los tefiidos como BCB
positivos (BCB+).

4.10. Andlisis estadistico
Los datos fueron tabulados en Microsoft Excel, software con el cual se realiz6 una
estadistica descriptiva de las variables, usando tablas dinamicas para morfometria
de ovarios (ancho, largo y peso), morfologia (tipo I, 11, 11, 1V) y morfometria de COC’s
(diametro total del ovocito, diametro del citoplasma, espacio perivitelino, espesor de
la zona pelucida) y valoracion de tincion BCB. En cuanto al analisis estadistico
inferencial se utiliz6 el programa estadistico SPSS® version 22 (IBM Corp., Armonk,
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NY, EE. UU). Los datos fueron expresados en valores medios + EEM (error estandar

de la media), para las figuras y media + DE (desviacion estandar) para tablas. Para

cada variable (se realizo la prueba de normalidad de Kolmorogorov Smirnov).

Para evaluar la asociacién entre las etapas del ciclo estral (anestro, proestro y estro)
con las diferentes variables ovaricas se utilizo un andlisis de varianza (ANOVA), el
cual permiti6 establecer diferencias estadisticamente significativas entre grupos
evaluados. De manera adicional se realizo prueba post hoc de Tukey al 5% donde
se especificaron las diferencias entre estos grupos. El nivel de significancia

considerado para este estudio fue de valor de p< 0,05.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Hallazgos citolégicos de la mucosa vaginal y uterina.
Los tipos principales de células epiteliales observadas en los frotis vaginales fueron
células parabasales, intermedias, superficiales y anucleadas. Se pudo comprobar

que 6 gatas se encontraban en anestro, 9 en proestro y 8 en estro.

Los principales tipos celulares que predominaron en la etapa de anestro fueron:
68% de células parabasales, 25% de células intermedias, 5% de células
superficiales y 1 % de células anucleadas (Figural0), resultado que concuerda con
los obtenidos por Mills, Valli y Lumsden (1979) (51), quienes determinaron que las
gatas que estaban en anestro presentan un mayor numero de células parabasales

e intermedias.

En la etapa de proestro se hallé un 63% de células intermedias,23% de células
superficiales y 14% de células parabasales (Figura 10) datos que coincidieron con
los reportados por Martinez (2008) (10), que encontré células epiteliales con

similares morfologias ubicando a las hembras en la fase de proestro.

En la etapa de estro se encontrd un 56 % de células superficiales, 42% de células
anucleadas y 2% de células intermedias (Figura 10), datos que coincidieron con
Heimendahl y England (2013) (52), quienes describieron que durante el estro mas
del 50% de células que se observan corresponden a células epiteliales

queratinizadas (superficiales y anucleadas).

Al analizar las muestras de los frotis citolégicos de la mucosa uterina se observo
células endometriales normales (Anexo 7) y células endometriales degenerativas
(Anexo 8), este mismo patron celular se observo en todas las muestras analizadas
de la mucosa cervical, por lo que solo se describiran los tipos de células encontradas

en la citologia uterina.

En el caso de anestro las células que se pudieron observar son las células
endometriales degenerativas (Anexo 7), mientras que el proestro y estro el patron
gue se encontraba era compatible con el de células endometriales normales (Anexo

8), patron celular que fue igual en todo el tracto uterino desde los cuernos hasta el
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cérvix, lo que concuerda con los estudios reportados por Spencer et al. (2012) (53),
quienes no encontraron variacion del tipo celular endometrial en ninguna etapa del
ciclo estral, lo que se podria deberse a que el endometrio siempre presenta una

estructura uniforme de sus células.
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Figura 10. Principales tipos celulares presentes en la citologia vaginal de gatas en
diferentes etapas del ciclo estral. 1: célula parabasal, 2: célula intermedia, 3: célula

superficial, 4: célula anucleada.

5.2. Caracteristicas morfométricas de los ovarios en diferentes etapas
del ciclo estral.

Los resultados obtenidos en este estudio determinaron que el ancho, largo y peso
del ovario no varia en relacién a la etapa del ciclo estral (anestro, proestro y estro,
p>0.05, para todas) (Figura 11). Esto puede deberse a que el largo ancho y peso
por lo general no varian, tanto en gatas multiparas como nuliparas (54), sin
embargo, existen otros factores como pseudoprefiez, prefiez o patologias ovaricas
gue pueden alterar notoriamente estos parametros(55), no obstante, estas gatas no
formaron parte de nuestro estudio, es por esta razén que la morfometria ovéarica de

las gatas se mantuvo constante.

Estudios realizados en gatas por Castelo (2015) (54) y Vercellini et al. (2008) (56)
concluyeron que el ancho y largo de ambos ovarios no cambia con la edad y el

namero de partos de las gatas, al igual que el peso que indica que el peso medio
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de los ovarios es de 0,22 *+ 0,03 g en gatas multiparas y 0,14 + 0,02 g en gatas

nuliparas en todas las etapas del ciclo estral.
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Figura 11. Morfometria ovarica considerando ancho, largo y peso en cada una de

las fases del ciclo estral.

5.2.1. Poblacién folicular y caracteristicas morfologicas de los COC’s
La poblacién folicular mayor a 2 mm obtenida en este estudio no vario
estadisticamente segun la etapa del ciclo estral hallandose 0,25 + 0,5 foliculos en
anestro, 1,89 + 3,58 en proestro, y 3,00 + 1,15 en estro (Figura 12), estos resultados
son similares a los reportados por Sanchez y Silva (2003) (48), quienes indicaron

qgue el namero de foliculos mayores o igualesa2 mmesde 1,1 + 2,2.

Sin embargo, se encontro que la etapa del ciclo estral proestro tuvo un efecto sobre
el total de foliculos menores a 2 mm obtenidos de los ovarios (p< 0,05) frente a las
otras etapas anestro y estro (Figura 12), lo que sugiere que durante la etapa del

proestro existe mayor reclutamiento de foliculos de este tamafio.

De igual manera la media de foliculos obtenidos en cada fase del ciclo estral fue de
18,00 + 5,29 para el anestro, 31,44 + 11,28 para el proestro y 25,29 + 8 para el estro

(Figura 12). Resultados similares a los encontrados en este estudio son los

Maria Belén Espinosa Quinteros, Yessica Gabriela Crespo Alvarez P&gina 53



(=<

UNIVERSIDAD DE CUENCA

realizados por Cardoso (2017) (9) que encontro un promedio de 18 foliculos en el
anestro, 26 foliculos en el proestro y 16 foliculos en el estro. Por lo tanto, se puede
decir que los resultados obtenidos determinan que la diferencia entre fases como
anestro vs proestro y estro es debido a la existencia de una sincronia de eventos
enddcrinos donde intervienen hormonas que permiten que el reclutamiento y

crecimiento folicular lleguen a su punto mas alto(57).
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Figura 12. Poblacion folicular ovarica de acuerdo con el tamafio del foliculo y su

relacion con las fases de ciclo estral.

5.3. Valoracién de COC’S

5.3.1. Morfologia

Con relacion a la morfologia de los COC’s clasificada en 4 tipos, se determino que
no existe diferencia estadistica significativa entre los tipos morfolégicos y la etapa
del ciclo estral (p>0,05) (58-60); sin embargo, se pudo observar que en fases de
proestro y estro existi6 un mayor nimero de COC’s recuperados (P>0,05),
particularmente en el periodo peri ovulatorio (proestro 35,56 + 11,23 y estro 33,00 +
11,70 ) vs. anestro 21,50 + 10,08 (Tabla3), aunque no existen estudios que
relacionen las fases del ciclo estral con la evaluacién morfoldgica de ovocitos en la
gata doméstica, se pudo encontrar estudios similares en perras donde determinaron
que la mayor cantidad de ovocitos fueron recuperados en las fases de proestro y
estro (61).
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Tabla 3. Valores medios de COC’s encontrados en las diferentes fases del ciclo

estral.

CICLO ESTRAL TIPO | TIPO Il TIPO Il TIPO IV Total
Anestro 3 12 3 4 22
Proestro 4 15 11 5 36

Estro 7 14 10 2 33

5.3.2. Tincion de azul brillante de cresilo (BCB)
Al valorar las caracteristicas de los COC’s mediante la tincion de BCB, se determiné
que existié un mayor nimero de BCB positivos en fases de proestro y estro (p<0,05)
(Figura 13). Sin embargo, es necesario tomar en cuenta que esto se da debido a
que la proporcion de COC’s encontrados en fase de proestro y estro fue mayor que
en anestro (Tabla 3), por ende, al analizar los resultados obtenidos no hubo una
variacion evidente en COC’s positivos como COC's negativos en cada una de las

fases.

Pero a pesar de esto en fases de proestro y estro hubo una diferencia mayor minima
en BCB positivos sobre BCB negativos y en anestro ocurrid lo contrario
predominando los COC’s negativos sobre los COC’s positivos (P>0,05), esto
sugiere que durante proestro y estro una mayor proporciéon de ovocitos culminan
crecimiento y alcanzan mayor competencia, por lo cual la actividad de la enzima
glucosa 6 fosfato deshidrogenasa disminuye, haciendo que BCB no sea degradado

y el citoplasma tome una coloracién azulada (62,63).

No obstante, se puede decir que la tincion BCB seria un método efectivo para tefiir
COC's, pero debido al nimero elevado de COC’s negativos que obtuvimos en
nuestro estudio, seria interesante realizar investigaciones mas exhaustivas donde
se estime llegar a maduracion y fecundacion invitro y asi contemplar la verdadera

viabilidad de los ovocitos respectivos en cada fase del ciclo estral.
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Figura 13. Valores medios de COC’s resultantes a la tincion vital de azul brillante
de cresilo en las diferentes fases del ciclo estral. Diferentes letras significan

diferencias estadisticas (a, b) para p<0,05.

5.3.3. Caracteristicas morfométricas de los ovocitos en diferentes etapas

del ciclo estral.

4.3.3.1. Diametro del ovocito

El didmetro total de los ovocitos clasificados de acuerdo a su tipo (I,II, 1l y IV) no
fue afectado por la etapa del ciclo estral (p>0,05), asi como el diametro total del
ovocito indistintamente de su clasificacion (104,86 + 12,88 um anestro; 107,32 +
12,80 um en proestro y 106,64 + 21,35 pm en estro (p>0,05) (Figural4)(Anexol6).

Estos resultados concuerdan con los resultados reportados por Reyhaud et al.
(2009) (64), quienes obtuvieron un diametro del ovocito de 97,3 + 1,8 um en foliculos
preantrales y 108,1 + 1,6 um en foliculos antrales tempranos, indistintamente de la
etapa del ciclo estral de las gatas. Los resultados obtenidos pueden deberse al
estado del desarrollo folicular, donde predominaron los foliculos preovulatorios en
los cuales los factores de crecimiento u otras vias de sefializacién paracrinas

pueden influir en la calidad de los ovocitos (45).
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4.3.3.2. Volumen
Al igual que el diametro, el volumen de los ovocitos clasificados de acuerdo al tipo
(1, 11, 11, V) no se vio afectado por la etapa del ciclo estral (p>0,05), asi como el
volumen total del ovocito indistintamente de su clasificacion (645480,42 +
220754,68 pms3 anestro; 680608,51 + 247980,41 pms3 proestro, y 745384, 99 um?3 +
324323,59 estro; p>0,05, (Figura 14) (Anexo 16).

El volumen es un pardmetro que sigue un patrén equivalente al diametro del ovocito.
En la actualidad este parametro no ha tenido importancia en cuanto a gatas en las
diferentes fases del ciclo estral, sin embargo se ha realizado investigaciones en
otras especies como en bovinos, donde se determin6 que el volumen ovocitario era
de 1.072.322,5 um3 en ovocitos provenientes de ovarios con cuerpo luteo (fase
luteinica) y un volumen de 1.011.583,0 um?3 en ovocitos provenientes de ovarios sin

cuerpo lateo (fase folicular) (16).

Ademas, la presencia del cuerpo luteo implica mayor flujo sanguineo al ovario que
lo contiene, y posibilidad de que mas nutrientes, factores de crecientes y otras
sustancias beneficiosas se distribuyan en el ovario y sus estructuras funcionales.
Adicionalmente, el cuerpo liteo produce muchas sustancias que a través de la
comunicaciéon local (intra-ovarica) pueden alcanzar los foliculos y ovocitos

contenidos en ellos y ejercer una influencia beneficiosa.
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Figura 14. Valores medios del didmetro y volumen del ovocito en las diferentes
fases del ciclo estral.
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4.3.3.3. Espacio perivitelino (EPV)

Asimismo, el EPV fue otras de las variables no influenciada por la etapa del ciclo
estral ni por la categoria (I, I, Il y 1V) del ovocito (p<0,05) (Figura 15). Dando como
resultado que la media del EPV fue de 4,60 £ 0,84, 3,98 + 0,72y 4,79 + 1,78 um,
para el anestro, proestro y estro respectivamente (Figura 15) (Anexo 16).

No existen reportes anteriores a este estudio en los que se hay medido el EPV en
gatas domésticas en las diferentes fases del ciclo estral, sin embargo, algunos
estudios llevados a cabo en roedores a determinado una media de 0,28 = 0,07 pum
para ratas y de 0,12 + 0,07 um para conejas, todos estos valores son obtenidos de
ovocitos colectados de foliculos antrales antes de la maduracion in vitro
(65).Asimismo, se ha observado que el EPV en ovocitos de ratas incrementa su
tamafio exponencialmente después de ser sometido a un cultivo con hormona hCG,
lo que sugeriria un efecto mediado a través de esta hormona que actuaria en los

receptores de LH (50).

La anchura del espacio perivitelino esta directamente relacionada con el tamafio del
primer corpusculo polar, con la presencia de granulos, con el tamafio del ovocitos y
con la anchura de la zona pellcida (66). Okada y Chung (1993), citados por Yoshida
y Niimura, 2011) (65), informaron que las secreciones del oviducto estan
involucradas en el agrandamiento del EPV en ovocitos ovulados. Otros de los
factores ligados a la ampliacion del EPV es la reduccion del diametro del citoplasma

de los ovocitos y un aumento del diametro interno de la zona pellcida.

Un estudio realizado en bovinos determind que el tamafio del EPV del grupo control
(sin BCB) fue de 7,3 um, en aquellos que fueron BCB+ de 6,4 um y en BCB- de 5,8
um(16).

Otros estudios realizados en humanos por Suppinyopong et al. (2009)(67) han
determinado que el incremento del EPV reduce la tasa de fecundacion o puede
disminuir el potencial de implantacion de los embriones obtenidos en contraposicion
a otros estudios realizados por Herrero et al. (2011) (68) donde no se hallaron
diferencias significativas entre la tasa de fecundacion e implantacion. Mientras que

Yu et al. (2007)(69) asociaron un mayor tamafio de espacio perivitelino a una mejor
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calidad embrionaria. Los estudios hasta el momento son contradictorios en cuanto
a determinar tasas de fertilidad e implantacion asociadas al tamafio del espacio
perivitelino. Con respecto a estos criterios antes expuestos seria pertinente
considerar que un mayor EPV en gatas domesticas puede ser un componente

importante para la viabilidad del ovocito.
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Figura 15. Valores medios del espacio perivitelino en las diferentes fases del ciclo

estral.

4.3.3.4. Espesor de zona pellucida (ZP)

En nuestro estudio no se encontrd diferencia estadistica significativa debido a la
etapa del ciclo o la categoria de los ovocitos en relacién al espesor de la zona
pelucida (p>0,05). Los resultados obtenidos fueron 19,08 + 2,93 um en anestro,

16,91 £ 2,52 ym en proestroy 17,72 + 4,86 pum en estro (Figura 16) (Anexo 16).

Este hallazgo podria deberse a que la mayoria de ovocitos en fase de anestro ain
son inmaduros. Dentro de los cambios que se producen en la etapa de maduracion
de los ovocitos esta el aumento de las uniones de comunicacion “gap junction” entre
las células del cumulo ooforo y el ovocito. Esta comunicacion es importante para
regular los factores responsables de la maduracion citoplasméatica, ademas se
produce la expansiéon de las células del cimulo debido a que se encuentran en una

matriz de acido hialurénico y proteinas que durante la maduracién se hidratan
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aumentando los espacios entre las células (5). El espesor de la zona pellcida tiene
una influencia sobre la penetracion del espermatozoide, los ovocitos se fertilizan
mejor in vitro cuando el grosor de la zona pellcida es inferior a 18,6 um en ovocitos

de mamiferos (70).

Se han realizado estudios en gatas sin considerar las etapas del ciclo estral, donde
al realizar la medicion de la ZP obtuvieron un ancho de la zona pellcida de 14 + 4
um en foliculos terciarios (61). En otro estudio se obtuvieron ovarios de gatas con
una edad media de 1,17 + 0,09 afios, donde encontraron que la zona pellcida tenia
un espesor de 3,3 + 0,1 um en ovocitos de foliculos preantrales y 3,4 + 0,1 um en

foliculos antrales tempranos (64).

Al comparar nuestra investigacion con la de Barber (61), se pudo establecer que la
medicion de ZP es similar, no obstante, al comparar nuestro estudio con el de
Reynaud se evidencia que la ZP, es mas pequefia los mismos autores del estudio
determinan que esto era debido a que usaron un medio de cultivo que incluy6

parafina lo que puede deshidratar al ovocito hasta en un 15% (64).
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Figura 16.Valores medios del espesor de la zona pellcida en las diferentes fases

del ciclo estral.
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6. CONCLUSIONES

La citologia vaginal y uterina en gatas domésticas son un indicador confiable
para determinar la etapa del ciclo estral. Las células vaginales y uterinas
(endometriales) presentan diferentes tamafios y formas durante las
diferentes etapas del ciclo estral.

Las dimensiones y peso de los ovarios no tuvieron una variacion de acuerdo
con la fase del ciclo estral de la gata doméstica, sin embargo, la poblacién
folicular fue mayor en las etapas de proestro y estro.

La poblacion de foliculos menores a 2 mm se vio afectada por la etapa del
ciclo estral. Durante el proestro se obtiene una mayor cantidad de foliculos,
sin embargo, la cantidad de COC’s de tipo |, Il, Il y IV es independiente de
la etapa del ciclo estral.

La tincion vital de azul brillante de Cresilo es un método seguro para tefir
COC’s sin embargo debido a la gran cantidad de COC’s negativos obtenidos
en cada fase del ciclo estral, seria muy util realizar estudios mas exhaustivos
gue contemplen la verdadera viabilidad de los COC’s.

Las caracteristicas morfométricas como diametro, volumen, espacio
perivitelino y zona pellucida del ovocito no mostraron cambios significativos

en las diferentes etapas del ciclo estral de la gata doméstica.
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8. ANEXOS

Anexo 2. Cirugia y cuidado post quirdrgico.
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Anexo 4. Citologia vaginal y uterina

C.parabasal C.intermedia C.superficial C.anucleadas

Anexo 5. Tipos de células encontradas en citologia vaginal.

Tincion de Diff Quick (aumento 100 X)
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Anexo 6. Citologia vaginal en las diferentes fases del ciclo estral (aumento 40x)
(tincién de Diff Quick)

Anexo 7. Células endometriales normales (a=aumento 100x, b=aumento 40x)

(tincion de Diff Quick)

Anexo 8. Células endometriales degenerativas (a=aumento 100x, b=aumento 40x)

(tincion de Diff Quick)
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Anexo 9. Morfometria ovéarica

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
Ojo)z|ofF 4 48| 7|
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[ Results - O

File Edit Font Results
|area [Mean  [Min [Max  [angle  Length
1 0.075 80.273 70200 84240 68.193 2533
2 0.029 67.451 65.667 63.667 119.745 0.948
3 0.056 145335 141.333 150966 -20.136 1.879
4

\
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Anexo 10. Medicién de foliculos ovaricos
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Anexo 11.Colecta y clasificacién de COC’s

Anexo 12. Tipo de COC’s en gatas domésticas
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Anexo 13. Tincion azul brillante de cresilo (BCB).

i Image) = =
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
Oojc|o| 4[N Al |o|l]| Qlef# o] 7] | |-
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File Edit Font Results
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Anexo 14. Morfometria ovocitaria.
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LA PROTOCOLO DE CIRUGIA

| | I | | | 3 | KG
CIRUGIA: OVH: ORH: PACIENTE # PESO!

HORA FIN DE CIRUGIA:

HORA INICIO CIRUGIA:
r DATOS DEL PROPIETARIO / A: l
NOMBRE: UBICACION:

TELEFONO:

CEDULA DE IDENTIDAD #

DATOS DEL PACIENTE: l
NOMBRE: CANINO: l I FELINO: I l

RAZA:

EDAD: MACHO: D HEMBRA: D
CONDICION CORPORAL:

AMISTOSO: | | Acreswo: | | nervioso: [:]

CONSIDERACIONES IMPORTANTES: ,

AYUNO ADECUADO: Sl | NO I l TIEMPO:

HA PADECIDO ALGUNA ENFERMEDAD RECIENTEMENTE: Sl I ’ NO | |

HACE CUANTO TIEMPO:

HATENIDO ALGUN TIPO DE ACCIDENTE? St l l NO I:I
/

TIPO / HACE CUANTO TIEMPO?

HATENIDO CRIAS? SI |:| NO I HACE CUANTO?
ESTA EN CELO? Si l:l NO I:] ULTIMO CELO?

EXAMEN CLINICO: —I

EM: FC: FR:
M: TLLC: Cp:
T PULSO P. ABD:
OBSERVACIONES:

Anexo 15. Ficha de registro de datos.
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95% del intervalo de confianza para la media

Caracteristicas Desviacion Error

Morfométricas Ciclo Media estandar estandar Limite inferior Limite superior Minimo Maximo

DO_TOTAL Proestro 9,00 107,32 12,81 4,27 97,47 117,16 89,22 128,72
Anestro 4,00 104,86 12,88 6,44 84,36 125,36 87,99 114,98
Estro 7,00 106,64 21,36 8,07 86,89 126,39 66,50 129,81
Total 20,00 106,59 15,50 3,47 99,33 113,84 66,50 129,81

VOL_TOTAL  Proestro 9,00 | 68060851 | 247980,42 82660,14 489993,89 871223,13| 376477,09| 1145434,93
Anestro 4,00| 645480,42| 220754,68| 110377,34 294210,46 996750,39 | 378579,84| 856395,36
Estro 7,00 | 745384,99| 324323,60| 122582,80 445435,69 1045334,29 | 273279,85| 1184479,33
Total 20,00 | 696254,66| 261441,23 58460,04 573896,40 818612,92 | 273279,85| 1184479,33

EPV_TOTAL  Proestro 9,00 3,98 0,73 0,24 3,42 4,55 2,87 5,04
Anestro 4,00 4,60 0,84 0,42 3,27 5,94 3,66 5,39
Estro 7,00 4,79 1,79 0,67 3,14 6,44 2,19 7,80
Total 20,00 4,39 1,22 0,27 3,82 4,96 2,19 7,80

EZP_TOTAL  Proestro 9,00 16,91 2,52 0,84 14,97 18,85 13,39 21,97
Anestro 4,00 19,08 2,93 1,47 14,42 23,75 15,66 22,31
Estro 7,00 17,72 4,86 1,84 13,22 22,22 12,32 23,17
Total 20,00 17,63 3,49 0,78 15,99 19,26 12,32 23,17

Anexo 16. Estadisticos descriptivos de caracteristicas morfométricas de COC’s
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