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HISTOLOGIA Y MORFOMETRIA DEL EPITELIO VAGINAL
OVINO EN EL DIAGNOSTICO DE LA GESTACION*
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RESUMEN
Con el fin de establecer posibles diferencias morfométricas e histoldgicas entre el epitelio
vaginal de ovejas en los dfas 3, 12 y 16 del ciclo estral con el de hembras en los dfas 20 y
30 de la gestacion, se realizaron estudios en 15 animales de las razas Rommey Marsh y crio-

lfas.

Los promedios de la altura del epitelio vaginal y sus desviaciones estdndar fueron asi’:

Ciclo estral: dia 3: 176,93 #¥20.99; dia 12: 67,02 £7.65; dya 16: 197,91 +12 96 mi-
crémetros.
Gestacion: dia 20: 49,79 +13,70; dia 30: 41,06 48,85 micrémetros.

*  Tomado del trabajo de grado de! primer autor, dirigido por el segundo, presentado en fa Facuitad
de Medicina Veterinaria y de Zootecnia de la Universidad Naciona! de Colombia.

* %

Respectivamente, M.V. y DMVZ, M.Sc., Ph.D. Profesor Titular, Departamento de Ciencias Fisiol6-
gicas FMVZ. Universidad Nacional. A.A. 68442, Bogots-Colombia.
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Hubo diferencias significativas (P<0.05) entre los resultados obtenidos durante el ciclo es-
tral, frente a los hallados en los 2 estados de gestacidn, El epitelio vaginal {estratificado pla-
no) durante el ciclo estral mostré - grados variables de vacuolizacidn, separacién intercelu-
lar, infiltracion de linfocitos y presencia de gldbulos rojos. También se observé edema en
el tejido conectivo.

En el dia 20 de la gestacién pudo apreciarse un epitelio estratificado plano mds delgado vy
en mayor grado que en el dia 30, pues era tipico 0 con tendencia a ser ctibico. Asi mismo,
disminucién del grado de vacuolizacién, infiltracion y edematizacion.

Si bien el método morfométrico aparece como dispendioso e inexacto, el histolégico se pre-
senta como confiable y relativamente simple, cuando carezca de otros medios modernos
mas precisos.

INTRODUCCION

El diagndstico temprano de la gestacién en ovinos, especie promisoria en Colombia, reviste
gran importancia econdémica si se tiene en cuenta la alta incidencia de mortalidad embrio-
naria reportada en varios pafseds—8-15)

Los métodos modernos para el diagndstico de prefiez, cominmente no estan disponibles
en nuestro medio rural y por lo tanto, se creyd importante contribuir con el presente estu-
dio para analizar la factibilidad de realizar diagndstico de la gestacidn en ovinos antes de {os
45 dias, usando biopsias vaginales.

Es sabido que los estrégenos tienen una influencia directa sobre la anatomia tisular de la
vagina y con base en ello, se han realizado estudios citoldgicos e histoldgicos en varias es-
pecies, como medios para efectuar diagndsticos acerca del estadio del cilo reproductivo o
de la gestacion®-5-7-9-12-15-19)

En la oveja, varios reportes relativos al tema, dejan vislumbrar la importancia que pueden
tener la citologla e histologia vaginal al respecto. Se relata que el epitelio vaginal, después
del segundo mes es clbico simple, mientras que en ovejas no gestantes es estratificado es-
camoso. Asi mismo, que en hembras gestantes el niimero de capas celulares es menor que en
las ovejas no gestantes y que las células tienden a ser cUbicas durante la prefiez, en contraste
con las poligonales garopias del epitelio escamoso de las hembras ovinas al algin perfodo del
ciclo estraf6-13-14-15)

Sin embargo, no se encontraron estudios morfométricos del epitelio vaginal destinados a
establecer patrones de variacién durante el ciclo estral en comparacidén con la gestacion, ni
reportes atinentes al diagndstico temprano de ésta.

E! objeto del presente trabajo fue determinar las posibles diferencias morfométricas y/o

histoldgicas en el epitelio vaginal de ovejas en los dias 3, 12 y 16 del ciclo estral, para com-
pararlos con los datos obtenidos en los dias 20 y 30 de la gestacion.

MATERIALES Y METODOS
El trabajo de campo se realizé en la Granja Experimental San Jorge del Instituto Colombia-

no Agropecuario, ICA, localizada en el municipio de Soacha, en el Departamento de Cun-
dinamarca.
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Se tomaron 20 hembras adultas entre los dos y los seis afios de edad de las razas Rommey
Marsh y criollas, clinicamente sanas y con historia de partos normales. La seleccién se rea-
lizé al azar.

La escogencia del macho para la monta se hizo al azar, entre los utilizados para la reproduc-
cion de fa Granja.

Las 20 hembras seleccionadas fueron confinadas en un mismo potrero con un macho vasec-
tomizado, para la deteccién del celo en las hembras. A este macho se le puso un chaleco
gue portaba una pasta colorante con el fin de marcar a las hembras con las cuales habya co-
pulado.

Los animales fueron revisados diariamente para observar cudles hembras habran sido servi-
das y ademds verificar que la pasta colorante estuviese en el chaleco que portaba el macho.

El dia cero (0} del ciclo estral se tomd como la vispera de la deteccién de la marca en la
hembra. A cada una de las 20 ovejas se les hizo una biopsia vaginal, a los 3, 12 y 16 dfas
después de iniciar el ciclo.

Después de 40 dias de permanencia con el macho vasectomizado, las mismas 20 hembras
fueron confinadas con un macho entero al cual también le fue acondicionado un chaleco
colorante a fin de que fuera marcando las hembras que montaba. Para verificar la fecha
exicta de la monta, se realizé un chequeo diario al lote de animales.

La fecha de la monta y comienzo de la gestacién, se tomé como el dia anterior al de la fe-
cha de la deteccién de la marca para cada oveja. A cada animal le fue tomada una biopsia
vaginal a los 20 y 30 dras post servicio.

De las 20 ovejas, resultaron 15 gestantes y ellas constituyeron la base para el estudio com-
parativo.

Todas las muestras fueron tomadas en el campo. El animal se colocéd en posicién de decu-
bito dorsal, sostenido por un ayudante. El espéculo fue lubricado con oxitetraciclina e in-
troducido en la vagina. El vestibulo dorsal de la vagina se insensibilizd con xilocaina al 2%.

Se introdujo una pinza hemostdtica aproximadamente a cuatro cent/metros de la vulva y
se tomd una porcién del epitelio de unos cinco milimetros en la pared dorsal de la vagina.
La porcion del epitelio tomada con las pinzas hemostaticas se cortd entonces con unas ti-
jeras. Después de la toma de la muestra se observé que no se presentd hemorragia abundan-
te, como tampoco ningdn traumatismo evidente en el animal.

Después de tomada la muestra, se instilaron en la vagina cinco centimetros de oxitetraci-
clina. La muestra vaginal se deposité en formalina en solucién al 10 por ciento de pH neu-
iro.

Los tejidos fueron procesados para ser incluidos en parafina, se hicieron cortes de cinco mi-
crometros de grosor, procediéndose luego a su coloracion mediante una técnica esténdar de
hematoxilina y eosina.

Para la observacion de los micropreparados y la medicion del epitelio vaginal, se utilizé un

microscopio de luz al cual, se le adapté un ocular micrométrico (10X). Para calcular el drea
del campo micrométrico el cual se puede desplazar mediante un tornillo dispuesto en el mis-
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mo ocular. El ocular micrométrico tiene a su vez una escala, cada una de cuyas divisiones
equivale a nueve micras. Esta escala permite medir las estructuras microscépicas.

La medicién de la altura del epitelio vaginal se realizd en 10 sitios diferentes, que fueron
tomados donde el epitelio se mostraba mas engrosado y estuviese intacto; con esto se obtu-
vo un promedio de la altura del epitelio por cada muestra, el cual fue analizado estadisti-
camente.

El conteo de las capas celulares en los mismos sitios de la medicién, se efectué con un ob-
jetivo 40X, al igual que la observacién histoldgica subjetiva. Esta consistié en la observaciéon
de la forma de las células, disposicidon de las capas celulares y de los cambios presentados en
el epitelio.

Para efectos del estudio estadistico comparativo en cuanto a altura epitelial en micrémetros
entre los tres grupos del ciclo estral (A, B y C correspondientes a los dias 3, 12y 16 respec-
tivamente) y los dos grupos de hembras gestantes (Grupo D vy E correspondientes a los dias
20y 3(28de gestacion respectivamente), se realizd un analisis de varianza y una prueba de
Duncan™®.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los promedios de las alturas del epitelio y las desviaciones estandar de los tres dias del ci-
clo estral y de los dos de la gestacion se presentan en la Tabla No. 1.

La comparacién de la altura del epitelio vaginal en el ciclo estral (3, 12 y 16 dras) tomado
como un grupo, frente a la altura del epitelio vaginal del periodo de gestacion (20 ¢ 30 dras
de prefiez), como otro grupo, mostrd la existencia de diferencias significativas (p<0.05)
entre los dos.

TABLA No. 1

Promedios y desviacion estandar de la altura epitelial vaginal (en micrometros) y durante
las fases del ciclo estral y a los 20 y 30 dias de gestacion en 15 animales.

GRUPO X + DE
A 176.93 20.993
B 67.025 7.659
C 197.79 12.960
D 49.79 13.700
E 41.06 8.85

A =Dra 3 del ciclo estral: B=Dra 12 del ciclo estral;
C =Dyva 16 del ciclo estral; D =Dra 20 de gestacion;
E =Dfa 30 de la gestacién; X = Promedio; DE = Desviacién estandar.

En el dra tres del ciclo estral, el epitelio es estratificado plano; varia entre 13y 19 capas ce-
lulares y se caracteriza por una vacuolizacion, separacion intercelular (Figura No. 1), hemo-
rragia subepitelial y presencia de glébulos rojos en el epitelio e infiltracién linfocitaria, to-
dos ellos en grados variables entre uno y otro caso.
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FIGURA 1: Fotomicrografia del Epitelio Vaginal de ia Oveja a los tres dias del Ciclo Estral. Epitelio es-
tratificado plano con vacuolizacion y ruptura de las uniones celulares. Epitelio de aproximadamente 16
capas celulares. Hematoxilina y Eosina. 1.000 aumentos.

En el dia 12 del ciclo estral, el epitelio es estratificado plano, y se presenta mas delgado que
el correspondiente al dia tres. Las capas mds superficiales presentan células planas. Las cé-
lulas de las capas intermedias son de tipo poligonal. En las zonas mas profundas las células
son citindricas. El nimero de capas celulares oscila entre 6 y 10. El epitelio vaginal sigue
presentando vacuolizacion, separacion intercelular, congestién hemorrdgica, infiltracién lin-
focitaria, pero todo en menor grado que lo observado en tos casos correspondientes al dra
tres del ciclo estral. Hay edema moderado en el tejido conectivo, mds no en todos los casos
(Figura No. 2).
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FIGURA 2: Fotomicrografra del epitelio vaginal de un corte de vagina de la oveja, a los 12 dras del ciclo
estral con vacuolizacién y ruptura de las uniones celulares. Epitelio de aproximadamente 10 capas. Hema-
toxilina y Eosina. 600 aumentos.

En el dia 16, el epitelio es estratificado plano; las células de las capas superficiales son pla-
nas. Las células son mas altas en las capas intermedias. Las capas mas profundas estén forma-
das por células cilindricas. El nimero de capas celulares de este epitelio oscila entre 12 y 22,

La vacuolizacion epitelial y la separacion intercetular son abundantes, mayor que la presen-
tada en el dia 12, pero muy similar con relacién al dia tres del ciclo estral. La infiltracién
linfocitaria y la presencia de glébulos rojos en el epitelio son menores con relacién a los ca-
sos correspondientes al dia tres del ciclo estral y mayores con respecto al dra 12. En esta
etapa del ciclo estral hay presencia, en algunos casos, de edema en el tejido conectivo.
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En el dia 20 de la gestacion, el epitelio es estratificado plano y mds bajo que el presentado
durante los dias 3, 12 y 16 del ciclo estral. Las capas superficiales del epitelio muestran cé-
lulas planas. Las células de las capas intermedias son de tipo poligonal, algo redondeadas.
La capa basal estd compuesta por células redondeadas. El nimero de capas celulares oscila
entre 3 y 8. En el epitelio vaginal se observa escasa vacuolizacién, en comparacién con los
estadios del ciclo estral que se estudiaron. Infiltracidn linfocitaria escasa presencia de glo-
bulos rojos en cantidad variable, aunque poca en los diferentes casos, al igual que dema mo-
derado en el tejido conectivo.

En el dia 30 de la gestacién, en algunos sitios el epitelio es clbico estratificado, en otros si-
tios es plano estratificado, aunque atipico, porque la capa basal estd constituida por célu-
las cubicas, en lugar de cilindricas. Asi mismo, por su poco grosor. El niGmero de capas ce-
lulares varia entre 3y 7. (Figuras Nos. 3y 4).

FIGURA 3: Microfotografia de un corte de vagina de la oveja a los 30 dfas de la gestacién. Epitelio cu-
bico estratificado, con infiltracién linfocitaria, glébulos rojos en la capa basal. Epitelio de aproximada-
mente siete capas. Hematoxilina y Eosina. 600 aumentos.
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FIGURA 4: Microfotografia de un corte de vagina de la oveja a los 30 dras de la gestacion, con epitelio
plano estratificado atipico por su capa basal con células cubicas y el grosor del epitelio de aproximada-
mente cuatro capas. Hematoxilina y Eosina. 600 aumentos.

En esta fase de la gestacion, en los dos tipos de epitelio se presenta vacuolizacion, aunque
en muy escasa proporcion y no en todos los casos. Hay infiltracion linfocitaria moderada y
la ocurrencia de glébulos rojos es escasa. El edema del tejido conectivo es minimo.

Las alteraciones en la estructura del epitelio vaginal son un reflejo de la actividad de los es-
trogenos. La concentracion del 17 beta estradiol sufre un incremento en sus niveles desde
el dia 15 del ciclo estral ovino y bajo su influencia hay cambios celulares del epitelio va-
ginal.
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Durante las diferentes fases del ciclo estral aquf estudiadas (3, 12 y 16 dfas), hay diferencias
tanto en la altura del epitelio, como en el nimero de sus capas. Las fases correspondientes
a los dias 3 y 16 del ciclo estral, presentan un epitelio alto, en contraposicion a la del dia
12, cuando es mds bajo.

Los resultados obtenidos indican la presencia de una mayor altura del epitelio vaginal, en
todo el ciclo estral en conjunto, respecto a los dras 20 y 30 de la gestacion,

Al realizar una evaluacion subjetiva y comparativa del epitelio vaginal presente durante el
ciclo estral, frente al observado el dia 20 de la gestacidn, no hay criterios suficientes, segiin
este estudio, para hacer un diagnodstico diferencial. Sin embargo, cabe recordar que hubo
diferencias significativas (P < 0.05) en la altura promedio (o grosor) del epitelio en el dia
20 de gestacién, cuando se compard con cada uno de los tres estadios del ciclo estral (dias
3,12y 16).

Al analizar los hallazgos anatémicos el dia 30 de la gestacion, para compararlos con los ob-
servados a los dfas 3, 12 y 16 del ciclo estral, es evidente que es facil diferenciar los dos ti-
pos de epitelio (comparar figuras 1,3y 6).

En fos dias 20 y 30 de gestacion, los resultados indican que el epitelio es mas bajo, tanto en
namero de capas como en su altura, y aunque estadrsticamente no hay diferencias morfo-
métricas para lograr identificarlos, sus promedios indican que es relativamente mds bajo
el correspondiente al dia 30 de prefiez. La evaluacién subjetiva y comparativa del epitelio
vaginal presente durante el dia 20 de prefiez, frente al observado en el dia 30 de la prefiez
indica que es imposible la diferenciacion entre los dos tipos de epitelio.

Era de esperarse que las mayores alturas del epitelio fueran vistas durante los dias 3y 16 del
ciclo estral debido a que los niveles de estrégenos se mantienen altos durante estos dfas del
ciclo, como efectivamente resulté en este trabajo.

En el dia 12 del ciclo estral, el epitelio disminuye su altura promedio, ya que la accién de
la progesterona ha inhibido ia aparicién de los estrégenos de origen ovdrico y consecuente-
mente la accion de estos sobre el epitelio sstaria disminuida.

Al relacionar los cambios en |a altura del epitelio vaginal en el presente estudio, con los ni-
veles de progesterona normales durante el ciclo estral, reportados por Lewis et. al. (1981)!,
se encontré que en los dias 3 y 16 del ciclo estral el nivel de progesterona es bajo, siendo
mayor en el del dia 16.

Esto concuerda con los resultados obtenidos aquf. La mayor altura del epitelio vaginal co-
rresponde a las muestras obtenidas en el dia 16 del ciclo estral y una altura algo menor a
las muestras del dfa 3 del ciclo estral (Figura No. 1), etapas éstas en las que los niveles de
estr6genos se encuentran altos.

En los dias 12 y 13 del ciclo estral, la progesterona se encuentra en sus maximos niveles y
'a altura mds baja del epitelio vaginal durante el ciclo estral se obtuvo en el dia 12. En estos
dias-los niveles de estrgenos son bajos.

El andlisis de los resultados estadisticos obtenidos indica que se puede diferenciar el epite-

lio vaginal que se presenta durante el ciclo estral con respecto al epitelio presentado en los
dias 20 y 30 de prefiez. Sin embargo, la desviacién estdndar de los datos aportados en el
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dia 20 de la gestacion, exhibe una gran dispersion, conduciendo esto a que se tenga alguna
incertidumbre entre aquel estado de gestacion {20 dias) y el correspondiente al dia 12 del
ciclo estral.

Para el dia 30 de gestacidn, no se presentaron dudas en el diagndstico morfométrico dife-
rencial con respecto a los dias 3, 12 y 16 del ciclo estral ;

Cabe aqui considerar que, siendo la mayoria de los epitelios vaginales tomados a los anima-
les con 20 dfas de gestacion, de una altura menor a los presentados en el dra 12 del ciclo es-
tral, se podria aducir la posible existencia de una variedad hormonal individual, que crea la
incertidumbre para diferenciar el estado del animal citado.

Se debe tener en cuenta que la muestra tomada para este experimento es relativamente pe-
quefia. Algunos factores que pudieran afectar aun mds el tamafio de la muestra,fueronuna
posible mortalidad, bien sea embrionaria o fetal, o un posible anestro. De las 20 hembras
servidas, solamente 15 dieron cria, realizdndose con estas 15 una comparacién estadistica
frente al ciclo estral.

De las muestras correspondientes a las dos ovejas que se encontraban dentro de los para-
metros morfométricos de una posibie preiiez en el dia 30 y que finalmente no dieron cria,
se podria aducir que en estos animales hubo mortalidad embrionaria o fetal posterior a ics
30 dias, pues los promedios para la altura del epitelio vaginal en los dras 20 y 30 son simi-
lares a las hembras que dieron cria.

En rebafios en fos que no se ejerce ningdn control de monta, existe aquella posibilidad, y
es un periodo en el que se produce una disminucién notable en la altura del epitelio*®.

Son evidentes los cambios morfométricos que se producen en el epitelio vaginal de las ove-
jas sexualmente maduras, a lo largo del ciclo de 17 dias y durante la prefiez. Durante el ci-
clo estral, se puede diferenciar morfométricamente el apitelio observado en el dia 12, del
presentado en los dias 3 y 16 del ciclo, siendo dificil diferenciar morfométricamente el epi-
telio vaginal en los dias 3 y 16 del ciclo, entre si. La identificacién de hembras gestantes
también se puede realizar mediante esta técnica, pero para mayor confiabilidad, ademds de
ella, debe tenerse en cuenta el tipo celular presente.

Es notable encontrar entre los hallazgos histolégicos, la vacuolizacién, la separacion inter-
celular en el epitelio, asi como las infiltraciones linfocitarias, la presencia de gldbulos rojos
dentro del epitelio y las hemorragias subepiteliales. Estos hallazgos fueron constantes.

La vacuolizacién que se encuentra en grados variables durante el ciclo estral (3, 12 y 16
dfas) podria explicarse como respuesta a 10s niveles de estrdgenos, especiaimente durante
los dias 3 y 16 del ciclo estral, cuando los niveles de estrégenos aon altos. Sin embargo,
también hay vacuolizacién aungue en menor grado en el dia 12 del ciclo estral, y en el 20
de la gestacién, aunque no es constante para este Gitimo. Posiblemente el epitelio aun estd
bajo algtin efecto de los estrégenos o no ha recobrado su integridad, ya que en los casos
correspondientes al dia 30 de prefiez esta vacuolizacion casi ha desaparecido.

Las hemorragias subepiteliales y las infiltraciones linfocitarias, pueden ser causadas por los
estrégenos que producen hiperemia y edema(*l'z).

Sin embargo, la irrigaciéon sanguinea del tracto reproductivo sufre variaciones por diversos
factores: por ejemplo, el incremento de sangre que fluye hacia el tracto reproductivo esté
relacionado con la bgja en la temperatura, formandose una diferencia entre el tejido vaginal
y la sangre arteriaf~2)
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Abrans y Thatcher(z), reportan que el mayor incremento en la conductividad térmica en la
vagina y por consiguiente del fluido sanguineo que la irriga, puede suceder un dia antes o
un dia después de iniciado el ciclo estral.

Los éizjsultados de este trabajo no estan de acuerdo con los hallazgos de Ghannam@y Mit-
chell™™ que descartan que los cambios en el epitelio vaginal durante la prefiez {primeros 30
dras), sean lo suficientemente marcados para diferenciarlos de aquelios observados en el
diestro.

Por otra par%e, los resultados del presente estudio concuerdan en su mayor parte con los de
Richardson® aunque éste basa su diagndstico mds en el tipo celular presente que en el nd-
mero de capas. Hay que tener en cuenta que su estudio es histol4gico y no morfométrico.

Puede concluirse que el andlisis histoldgico aparece como un método adecuado para el diag-
néstico de la gestacion al dia 30, asi como el morfométrico propuesto, aungue este es me-
nos practico y confiable.

HISTOLOGY AND MORPHOMETRY OF THE OVINE VAGINAL EPITHELIUM
IN THE DIAGNOSIS OF PREGNANCY

SUMMARY

In order to establish possible morphometric and histological differences in the vaginal epi-
thelium of cycling and 20 and 30 day pregnant ewes, a pertinent study was undertaken in
15 Rommey Marsh and adapted crossbred females.

The mean and standard desviations obtained for the height of the epithelium were:

Cycling ewes: day 3 - 176.93 $+20.00; day 12 - 67.02 £7.65; day 16 - 197.91 12.96 micro-
meters. Pregnant animals: day 20 - 49.79 £13.70; day 30 - 41.06 *8.85 micrometers. There
were significant differences betweenthe non pregnant versus the pregnant animals epithelial
height (P <0.05).

The epithelium (stratified squamous) in the cycling animals showed various degrees of va-
cuolization, intercellular separation, presence of red blood cells and lymphocytic infiltra-
tion. There was aiso edema in the connective tissue.

At 20 days of gestation, the epithelium appeared to be thinner and even more so at 30 days
when it was anatomically atipical with a tendency to be cubical. The edema and infiltration
diminished during these stages.

The morphometric approach seemed to be somewhat impractical and inexact, but the his-
tological method is presented as reliable and relatively simple, when more precise modern
thecnics can not be used.
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