Cs Morfol 2016
Vol. 18, N° 1, pp. 10-19 ISSN 1851-7862
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RESUMEN.

La citologia exfoliativa o colpocitograma es un método de laboratorio de uso frecuente para reconocer cambios ciclicos en el epitelio vaginal. Se
describen los tipos de células del epitelio vaginal de la vizcacha (Lagostomus maximus) y se establece un patrén de referencia de los cambios
morfolégicos que experimenta la vagina de estas hembras en sus diferentes estados fisiol6gicos. Los animales fueron divididos en cuatro grupos:
no prefiadas en anestro, no prefiadas en fase folicular, prefiadas con implantaciones mdltiples y con prefiez a término. Se observaron células
basales, ciandfilas intermedias y superficiales, eosindfilas superficiales, cornificadas o escamas, mucosas y leucocitos. Las hembras en anestro
presentaron gran cantidad de leucocitos y células basales. Durante la fase folicular predominaron las células eosindfilas superficiales y descendi6
el numero de leucocitos. En las hembras gestantes las células mucosas son abundantes. Las células ciandfilas intermedias y basales estan en
mayor proporcién en estas hembras que en las de fase folicular. El colpocitograma es una préctica que puede ser utilizada en la vizcacha para el
diagnéstico de prefiez por el alto porcentaje de células mucosas que se observan. Si bien los leucocitos estuvieron presentes en todos los
extendidos, el porcentaje de células eosinéfilas superficiales podria ser tomado como unindicador parala deteccién del inicio del estro.

Palabras claves: vagina, colpocitograma, Hystricomorpha, ciclo sexual.

ABSTRACT.

Exfoliative cytology or colpocytogram is a common laboratory method for recognizing cyclical changes in the vaginal epithelium. Different
types of viscacha (Lagostormus maximus) vaginal epithelial cells are described. A reference pattern of morphological changes occurring in the
vagina of these females in different physiological states is established. Animals were divided into four groups: anestrous, follicular phase, early
pregnancy and pregnancy at term. Basal, intermediate and superficial cyanophilic, superficial eosinophilic, cornifiedand mucous cells as well as
leukocytes were observed. Abundant leukocytes and basal cells were observed in females with anestrous. Superficial eosinophilic cells prevail
during the follicular phase while the number of leukocytes decreased. In pregnant females mucous cells were abundant. Cyanophilic
intermediate and basal cells were more abundant in these females than during the follicular phase. The colpocytogram is a technique that can be
used in the viscacha for diagnosing pregnancy due to the high percentage of mucous cells observed. While leukocytes were present in all
samples, the percentage of superficial eosinophilic cells could be taken as an indicator for the detection of estrus.
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INTRODUCCION

La vizcacha de llanura (Lagostormus maximus) es un
roedor de habitos nocturnos que habita en una amplia
zona de la Argentina. Pertenece al orden Rodentia,
Suborden Hystricognathi, familia Chinchillidae (1, 2).
Esta especie presenta algunas caracteristicas poco
frecuentes en los mamiferos eutherios, tales como
poliovulacién (200-800 ovocitos por ciclo), presencia de
una alta mortalidad embrionaria y una prostata
femenina desarrollada (3, 4, 5, 6, 7, 8). Otro rasgo
anatémico distintivo lo constituye la vagina, que
presenta dos zonas anatémicamente diferentes: la méas
proximal al ttero que se encuentra dividida por un
septum en dos cavidades iguales, mientras que la
caudal carece de este septum y forma una cavidad
Unica, como la mayoria de las especies de mamiferos (4,
5, 9). Después del coito, las secreciones glandulares
presentes en el semen forman un tapén que se adapta a
la forma de Y de la vagina y permanece hasta el
nacimiento de las crias. Como en otras especies del
suborden, la vagina de la vizcacha permanece sellada
por una membrana de clausura durante la mayor parte
del ciclo reproductivo, excepto durante el estro (10, 11,
12, 13, 14). Esta estructura es de consistencia densa y
cierra completamente el orificio vaginal.

Desde el punto de vista zootécnico, la vizcacha de
llanura es una especie que ha sido utilizada para el
consumo de carne y la obtencién de su piel y su pelo (1).
Dadas las caracteristicas reproductivas de la especie, el
control de su reproduccién resulta dificultoso. Para
obtener un conocimiento més certero delos nacimientos
dentro de la colonia, y marcar un limite a la expansién
de la misma, es necesario conocer cudales son las
caracteristicas histologicas de su ciclo reproductivo.

La citologia exfoliativa o colpocitograma es un método

de laboratorio que se utiliza con mucha frecuencia en
diversas especies de mamiferos para reconocer cambios
ciclicos que ocurren en el epitelio vaginal, como
consecuencia de los cambios hormonales (15, 16,17). En
las hembras de algunas especies como rata, ratén,
canino y humano, las células presentes en los
extendidos pueden indicar, con bastante precision, el
momento del estro (18, 19, 20, 21). Sin embargo, en otras
hembras mamiferas como la gata, la yegua y el hamster,
el diagnoéstico se dificulta debido a la ausencia de un
patrén ciclico definido (22, 23). Considerando que la
vizcacha presenta particularidades anatémicas y
reproductivas, nos propusimos realizar el presente
trabajo con el objetivo de describir los tipos celulares
hallados en los frotis vaginales y establecer un patrén de
referencia acerca de los cambios colpocitolégicos que
experimentan las hembras de esta especie, en diferentes

estados fisiolégicos de su ciclo reproductivo.

MATERIALES Y METODOS

Animales y toma de muestras

Se utilizaron 30 hembras, sexualmente adultas (peso
corporal entre 3y 4,5 Kg), provenientes de la Estacién de
Cria de Animales Silvestres (ECAS), dependiente del
Ministerio de Asuntos Agrarios de la Provincia de Bue-
nos Aires, donde se encuentran en estado silvestre. Las
capturas se realizaron en los periodos de: marzo-abril;
julio-agosto y diciembre-enero. La eleccién de estos pe-
riodos se baso en los resultados del trabajo de Llanos y
Crespo (1) y de Flamini et al. (9), que se corresponden
con diferentes momentos de la vida reproductiva de la
vizcacha. Los animales fueron capturados con jaulas/
trampas colocadas en la boca de la vizcachera.

Los animales fueron divididos en 4 grupos de

acuerdo a estado fisiolégico registrado clinicamente por
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el estado de prefiez onoy ala presencia o no de la mem-
brana de clausura vaginal que posee esta especie (8, 9).
Grupo 1: hembras no prefiadas en anestro (A) (n=4);
Grupo 2: hembras no prefiadas en fase folicular (FF)
(n=6); Grupo 3: hembras con implantaciones multiples
(PT) (n=12) y Grupo 4: hembras con prefiez a término
(PAT) (n=8). De cada hembra sélo se obtuvo una tinica
muestra vaginal, debido a que los animales fueron pos-
teriormente sacrificados para estudios histolégicos del
aparato reproductor, por lo cual no hubo un seguimien-
to diario. Las vizcachas fueron anestesiadas mediante la
administracién de una dosis de xilacina (8 mg/Kg de
peso corporal) seguido de ketamina (50 mg/kg de peso
corporal) por via intramuscular (Ketanest, Laboratorio
Scott Cassara). Una vez que alcanzaron el plano profun-
do de anestesia, se practicé la perfusion por via intracar-
diaca con solucién salina fisiolégica y a continuacién
con paraformaldehido al 4% en buffer fosfato 0.1 M. El
método utilizado estd de acuerdo con las recomenda-
ciones internacionales para el uso de animales de expe-
rimentaciéon (Commission on Life Sciences National
Research Council 1996).

Para la obtencion de estas muestras los animales
fueron asidos de la cola, exponiendo asi la vagina. La
membrana de clausura presente en algunas hembras,
fue retirada previo a la toma de la muestra mediante la
humidificacién de la zona y luego realizando un raspa-
do suave con gasa, ya que no se trata de una verdadera
membrana sino de depdsitos de secrecion. A continua-
cién, se procedi6 a realizar el lavaje vaginal utilizando
una pipeta Pasteur de bordes romos cargada con solu-
cién fisiologica. El contenido obtenido se instilé directa-
mente sobre un portaobjetos limpio y desengrasado.

La mayoria de los extendidos analizados pre-

sentaban un aspecto “sucio” debido a la presencia de

leucocitos, detritos celulares y mucus.

Técnicas de coloracién

Las muestras esparcidas sobre el portaobjetos
fueron fijadas en alcohol 96° por triplicado. Inme-
diatamente después fueron colocadas sobre una
gradillay tefiidas con la solucién de Shorr (24) comercial
(Biopur, SRL. Argentina) o de Papanicolau (24),
dejandolas actuar durante 5 minutos. Luego, se lavaron
con agua destilada, se deshidrataron con alcoholes de
96° y 100°, se sumergieron en un bafio de xilol por
espacio de 30 segundos. Finalmente, se montaron con
balsamo de Canada. Los cortes histol6gicos de vagina
fueron procesados mediante la técnica de rutina,
cortados a3 um de espesor y coloreados con la técnica de

Hematoxilina y Eosina (H-E).

Analisis de los extendidos

Para el estudio microscépico de los extendidos se
utilizé un microscopio éptico (Olympus BX53, Japon)
con objetivos de 10, 20 y 40X aumentos. Las imagenes
fueron capturadas mediante una camara digital
(Olympus DP73, Japén) montada sobre el microscopio y
conectada a una computadora. Las imdgenes fueron
almacenadas en formato TIF y analizadas morfomé-
tricamente mediante el mismo software (Cell Sens

Dimension - Olympus Co, Japén).

Analisis estadistico

Los datos morfométricos fueron estadisticamente
analizados mediante ANOVA de una via. El test de
Bonferroni fue utilizado para establecer la significacion
de las diferencias entre las medias. Se consideraron
diferencias significativas aquellas con un valor de

p<0,05.
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RESULTADOS

Citologia

Para la clasificaciéon de las células se tuvieron en
cuenta los siguientes criterios:

a) Procedencia y origen celular (células
profundas, intermedias y superficiales)

b) Afinidad tintorial del citoplasma (eosinéfilas o
baséfilas)

¢) Tamano celular

El recuento de los diferentes tipos celulares fue
expresado en porcentaje respecto del total de células
contabilizadas para cada tipo celular. Las caracteris-
ticas morfométricas de todas las células observadas
fueron expresadas en pm lineales.

El promedio de células contabilizadas para cada
grupo fue: anestro: 147, fase folicular: 85, prefiadas con
multiples implantaciones: 155 y prefiadas a término:

157.

Clasificacion de los tipos celulares

Células basales: son redondas o sutilmente ovales.
Su citoplasma se colorea de azul-verdoso intenso. El
nucleo es voluminoso, redondo, generalmente central o
ligeramente excéntrico. Su cromatina es dispersa pero
forma granulos periféricos (Fig. 1).

Células ciandfilas intermedias: presentan una
forma alargada o poliédrica. La coloraciéon del
citoplasma es azul-verdosa, menos intensa que la de las
células basales. Su nticleo se encuentra en el centro, es
redondo o ligeramente oval y su cromatina se dispone
en granulos finos (Fig. 1).

Una variedad de estas células intermedias lo
constituyen las células naviculares, que aparecen con
mayor frecuencia durante la gestacion. Se caracterizan

por ser mas alargadas que las otras células intermedias.

Se las puede encontrar aisladas o unidas entre si en
numero variable. La reaccién citoplasmatica es similar a
la de las otras células intermedias. El nticleo tiene forma
oval y, por lo general, es ligeramente excéntrico. La cro-
matina se dispone enforma de granulos finos (Fig. 1).
Células ciandfilas superficiales: son grandes, de con-
tornos irregulares y poliédricos. Sus bordes pueden en-
contrarse plegados. La coloracién del citoplasma es
azul-verdosa y se aprecia con cierta transparencia. El
nucleo es pequeiio, redondeado y su cromatina es densa
(Fig.1).

Células eosinoéfilas superficiales: presentan contornos
irregulares; son poliédricas y aplanadas. Su citoplasma
es eosindfilo palido. Muchas veces se agrupan y sus
bordes se pliegan, por lo que las células adquieren un
contorno mas irregular. El ndcleo es pequeto y, por lo
general, se encuentra en posicién central. En algunas
células eosindfilas puede apreciarse un nicleo picné-
tico. Las células superficiales también pueden presentar
granulaciones en el citoplasma (Fig. 1).

Células eosindfilas cornificadas o escamas: también
denominadas células anucleadas, son una variedad de
células eosindfilas superficiales (Fig. 1).

Células mucosas: son cilindricas, aunque su morfologia
puede variar y se pueden observar con forma piramidal
oredonda. Su nicleo es redondo o triangular y ocupa la
zona basal de la célula. El citoplasma se observa azul-
verdoso, de aspecto espumoso, no homogéneo. Por lo
general, se las encuentra dispuestas en empalizada y en
ndmero variable. También pueden estar formando
grupos muy irregulares o, con menor frecuencia,
pueden observarse aisladas (Fig. 1).

Eritrocitos: son elementos redondeados, carentes de
nucleoy dereaccién aciddfila.

Leucocitos: los mas frecuentes son los linfocitos y
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Figura 1. A la izquierda se observa un corte histolégico de la vagina de una hembra prenada. Coloracion H-E. Barra 20 pm. 1. Célula mucosa. 2.
Célula eosinéfila superficial. 3. Célula cianéfila superficial. 4. Célula cianéfila intermedia. 5. Célula basal.

neutroéfilos. Los linfocitos se reconocen por su pequeiio

tamafio; son redondos y su nucleo ocupa casi la Tipo celular Citoplasma  Nucleo
totalidad de la célula. Los neutroéfilos son de forma  Basales 15,79+0,53  7,79+0,48
redondeada y presentan un ntcleo segmentado con Cianofilas intermedias 24534204 10,24+0,68
varios l6bulos nucleares (Fig. 1).
. . . Naviculares 30,08+3,19 10,88+0,74
Ademés de los tipos celulares descriptos puede en-
contrarse mucus debido a la cantidad de células con ~ Ciandfilas superficiales 45,30+3,31  7,31+0,26
caracteristicas secretoras de mucinas, presentes en el Eosinofilas superficiales 46,49+1,71 9,25+0,64
epitelio vaginal en diferentes estadios del ciclo repro- Fosinofilas cornificadas 56,5741 ,32 )
ductivo.
Células mucosas 22,3740,91 6,37+0,09
Enla Tabla 1 se muestranlos resultados de la morfo-
metria realizada sobre los diferentes tipos celulares ~ Eritrocitos 6,03£0,20 -
hallados en el colpocitograma. Los resultados encontra- ~ Neutroéfilos 7,40+0,18 5,75+0,31
dos para cada tipo celular fueron similares, indepen- Linfocitos 607£014  4,79+0.25

dientemente de la tincién utilizada. Las caracteristicas

del extendido exfoliativo variaron de acuerdo al estado  Tapla1. Diametro mayor de los diferentes tipos celulares hallados en

e e 1, . . . . los colpocitogramas. Todas las medidas estan expresadas en pm £ES.
fisiologico del ciclo reproductivo de la vizcacha. i P !
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Hembras no prefiadas en anestro

Lo maés destacado en esta categoria de hembras fue
la presencia de gran cantidad de leucocitos, en especial
neutroéfilos, y en menor cantidad linfocitos. En el exten-
dido de las hembras que habifan tenido un parto

reciente se observ¢ la presencia de eritrocitos. La pro-

porcion observada entre las células cianodfilas superfi-
ciales y las basales fue significativa, con predominancia
de éstas ultimas. Entre las células eosinéfilas superficia-
les y ciandfilas superficiales se registraron diferencias
significativas, con una mayor cantidad de eosinéfilas. Si

bien en este estado fisiolégico se observaron células

Figura 2. Aspecto histologico de la vagina en diferentes estados fisiologicos del ciclo estral. A. Corte histol6gico de la vagina de una hembra
en anestro. Epitelio superficial con pocas capas celulares. En la capa mds superficial se observan células mucosas en una sola hilera, coloracion
H-E. A la derecha extendido vaginal con predominio de leucocitos y células cianéfilas basales e intermedias. Escasas células eosindfilas
superficiales, coloracion Papanicolau. B. Corte histologico dela vagina de una hembra en fase folicular, coloracién H-E. A la derecha extendido
vaginal con predominio de células eosindfilas superficiales, coloracién Shorr. C. Corte histolégico de la vagina de una hembra gestante,
coloracién H-E. Se observa una doble capa superficial de células mucosas. En el extendido vaginal se aprecian abundantes leucocitos y células
mucosas con citoplasma coloreado de azul-verdoso, coloracion Shorr. La barra corresponde a 200 pm para todos los cortes de vagina (columna
izquierda). La misma barra corresponde a 100 pm para todos los extendidos (columna derecha).
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mucosas en el extendido, el porcentaje de las mismas
fue inferior al registrado en las hembras prefnadas. Este
resultado se comprobd posteriormente cuando se reali-
zaron los estudios histolégicos, en las cuales se encuen-

tramas de una capa de este tipo celular (Fig. 2).

Hembras no prefiadas en fase folicular

Esta fase se caracterizé por la predominancia de
células eosindfilas superficiales, con un porcentaje sig-
nificativamente superior al encontrado en los demds
grupos. Por su parte, las células mucosas se hallaron en
un bajo porcentaje. Cabe destacar que, en esta fase, se
registré el menor porcentaje de células ciandfilas pro-
fundas en comparacién con el resto de los estados
fisiol6gicos analizados. Por su parte, se detecté6 un

numero infimo de leucocitos en los extendidos.

Hembras Prefiadas con implantaciones muiltiples y con fetos
avanzadas o a término

En los colpocitogramas de ambos grupos de
hembras se observaron las mismas caracteristicas y tipo

celulares, donde el rasgo mas destacable fue la

presencia de células mucosas. Las células ciandfilas
intermedias y basales estaban en mayor proporciéon en
estas hembras que en aquellas en fase folicular. Si bien
en menor cantidad que en las hembras en anestro, los
leucocitos siempre estuvieron presentes en las hembras
prehadas.

En la Tabla 2 se presentan los porcentajes de los
distintos tipos celulares analizados en los extendidos
vaginales de las hembras, en los diferentes estados

tisiolégicos del ciclo reproductivo.

DISCUSION

Las hormonas femeninas tienen un rol fundamental
en la regulacion del ciclo sexual y en el mantenimiento
dela gestacion (15,19, 25). Las mismas desencadenan los
cambios que se producen sobre los diferentes epitelios
de los 6rganos del aparato reproductor (17, 26). La
citologia exfoliativa es una herramienta fundamental
para determinar las fases del ciclo estral en varias
hembras de mamifero y son considerados un medio
indirecto para conocer la funcion del ovario y el estado

hormonal del individuo (27, 28, 29, 30, 31, 32). La

e e vs . Cianofilas Cianofilas Cianoéfilas Eosinofilas Células
Estado fisioldgico . . . . . .

basales intermedias  superficiales superficiales mucosas
Anestro (A) 37,3946,88 21,07+2,85 6,62+1,59 31,79+7,83 3,11£0,60
Fase folicular (FF) 2,24+0,95 449+1,53 13,01+1,79 73,54+7,27 6,70+4,85
Prefiadas multiples (PM) 12,8140,94 18,01+2,07 6,6611,84 33,41+1,79 29,11+5,26
Prefiadas avanzadas o a 15,0243,00 17,79+8,27 4,94+0,96 33,67+3,73 28,58+548
término (PAT)
Sienificacid A vs.FE, PM, FFvs. A PM, NS FF vs. A,PM, A, FF vs.PM,

ighticacion PAT PAT PAT PAT

Tabla 2. Relacioén porcentual de los diferentes tipos celulares hallados en el colpocitograma de la vizcacha. Los valores estan
expresados en % * ES. Valores de p <0,05 se consideran significativos. NS: no significativo.
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caracterizacion de cada fase estd determinada por la
proporcion de los distintos tipos celulares que se
observan, tanto mediante microscopia éptica como con
microscopia electrénica de barrido (33, 34, 35).

Los cambios en el epitelio de la vagina de la rata han
sido ampliamente estudiados desde hace muchos afios.
Diversos autores (18, 23, 36, 37), demostraron que la
colpocitologia puede ser un excelente método para la
identificacion de los diferentes tipos celulares presentes
en los extendidos vaginales. De esta manera, se puede
establecer en qué momento del ciclo reproductivo se
encuentra la hembra y el efecto que ejerce la estimula-
cién estrogénica sobre el epitelio vaginal (18). En esta
especie, la presencia de un 100% de células eosinéfilas
cornificadas es un indicio de un elevado estimulo estro-
génicoy de que la hembra se encuentra en estro (19, 38).

La duracién del ciclo estral y las caracteristicas cito-
l6gicas de cada fase del mismo han sido estudiadas en
hembras adultas y puberes de coipo, un roedor que
pertenece al mismo suborden que la vizcacha (39). La
evaluacién de los extendidos vaginales permiti6 esta-
blecer algunas diferencias con los colpocitogramas de
otras especies. En el coipo, las células eosinéfilas super-
ficiales nunca superan el 60% del total durante el estro.
Otra caracteristica relevante la constituyen los leuco-
citos, que no desaparecen por completo en las fases de
proestro y estro como ocurre en larata (39).

Felipe et al. (31) también caracterizaron el ciclo estral
del coipo utilizando citologia exfoliativa. Los datos
aportados coinciden en algunos aspectos con las obser-
vaciones realizadas por Silva et al. (39). Sin embargo, el
indice de la cornificacién celular observado por el
primer grupo fue mas alto, llegando a un 94,2% en el
estro. Asimismo, el indice eosinofilico también fue mas

elevado en la misma etapa del ciclo. Los autores

consideran que estos parametros son buenos indica-
dores del estro. Sin embargo, el indice picnético fue
mayor durante el proestro y metaestro que en el estro,
contrariamente a lo que sucede en otros roedores (31),
por lo que no puede emplearse como indicador de este
altimo periodo. En los extendidos vaginales de la vizca-
cha examinados durante la fase folicular, el porcentaje
de células eosinoéfilas superficiales fue significativamen-
temds elevado que en las otras etapas. Aligual que enel
coipo, las células cornificadas de la vizcachano alcanzan
al 100% de las presentes durante el estro. No obstante,
de acuerdo con Felipe et al. (31), un porcentaje cercano al
75% seria suficiente para determinar un estro cercano.

Bekytirek et al. (13), estudiaron extendidos vaginales
en chinchillas (Chinchilla lanigera) en anestro, proestro,
estro, metaestro y durante la gestacion. Las chinchillas,
al igual que la vizcacha pertenecen a la familia
Chinchillidae. Durante el proestro notaron un incre-
mento del namero de células superficiales, mientras que
el resto de los tipos celulares fueron disminuyendo,
inclusive hasta su desaparicién. Esto concuerda con lo
observado en la vizcacha, ya que en éstos animales se
contabilizé una mayor cantidad de células superficiales
en la fase folicular. Sin embargo, en la chinchilla
solamente se hallaron células mucosas durante el
proestro y no se observaron en las hembras gestantes, a
diferencia delo que ocurre enla vizcacha.

En algunos hystricomorpha como en el cobayo (40) y
la chinchilla (13), pero no en el coipo (41), se observaron
células mucosas durante el anestro, la fase folicular y en
mayor cantidad durante la gestacion. Estos datos
coinciden con lo hallado en las vizcachas en el presente
trabajo. Estas células evidenciarfan la transformaciéon
mucosa de los estratos superficiales del epitelio obser-

vada en los cortes histologicos de vagina (14). Las
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células mucosas observadas en los colpocitogramas de
la vizcacha podrian utilizarse como método para el
diagnoéstico de prefez, ya que suntimero se incrementa
durante la gestacién y son facilmente reconocibles en
los extendidos con las dos técnicas de coloracion
utilizadas.

En los colpocitogramas de la vizcacha se encon-
traron leucocitos en todos los estados fisiolégicos,
aunque fueron mas abundantes durante el anestro y la
prefiez. Esta observacion coincide con lo descripto para
otros hystricomorpha como el coipo, en el que se halla-
ron leucocitos, no s6lo durante la etapa luteal sino
también durante la fase folicular (31, 33) y en el puerco-

espin de cola de pincel (Atherurus africanus) (26).

El presente estudio demuestra que el colpoci-
tograma es una practica sencilla y rdpida que puede ser
utilizada en la vizcacha para diagnéstico de prefiez
debido a la presencia de un alto porcentaje de células
mucosas. Si bien los leucocitos estuvieron presentes en
todos los extendidos, el porcentaje de células eosinéfilas
superficiales podria ser tomado como unindicador para

la deteccion del inicio del estro.
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