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RESUMEN

Este estudio aborda la eficacia de la cristalizacion salival como método
diagndstico alternativo a la citologia vaginal para detectar el estro en perras. A
través de un enfoque observacional descriptivo y comparativo, se analizaron 50
muestras divididas en hembras enteras con signos de estro (“receptividad”) y sin
signos de estro (“grupo control”). Utilizando analisis de Kappa Cohen y prueba de
Chi cuadrado, se encontré una correlacion sustancial (k=0.76) en la cristalizacion
salival, con diferencias significativas entre las proporciones de resultados de
ambas técnicas (p<0.05), demostrando estadisticamente asociaciones
significativas entre la presencia de patrones de cristalizacion con el estro. Este
estudio contribuye a la exploracién detallada de la cristalizacion salival como

herramienta diagnéstica del estro en perras.

Palabras clave: cristalizacién salival, citologia vaginal, estro, reproduccion

canina, evaluacion del ciclo estral, patrones de cristalizacion.
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1. Introduccioén
El ciclo reproductivo de la perra se divide en proestro, estro, diestro y anestro,
representando un modelo reproductivo biol6égicamente diferente en comparacion
a otras especies; es un animal monoéstrico que presenta de uno a tres ciclo

estrales en un afo con intervalos de 3-9 meses (Concannon, 2011).

En la clinica veterinaria es crucial conocer y poder identificar las distintas fases
del ciclo estral en la perra, para identificar la fase fértil 6ptima. Los cambios
hormonales que ocurren durante el ciclo estral se reflejan en la morfologia de las
células epiteliales. (Cérdova, 2019). El conocer las caracteristicas del ciclo
reproductivo de la perra es de gran utilidad para determinar el dia de maxima
fertilidad, independientemente de, si se realiza monta natural o inseminacion
artificial; determinar el primer dia del diestro y asi estimar la fecha probable de
parto, asi como, evaluar las opciones de tratamiento de diversas enfermedades

reproductivas (Rojo, 2016).

Actualmente, se describen distintos métodos orientados a la identificacion del ciclo
estral en las hembras caninas. Estos abordajes comprenden técnicas como
analisis de la concentracion de progesterona en suero sanguineo, impedometria

vaginal, vaginoscopia y evaluacion citolégica vaginal (Bergeron et al., 2014),

No obstante, se recalca la evaluacion de otros métodos alternativos, por lo cual,

el presente estudio tiene como finalidad demostrar la efectividad de la
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cristalizacion salival como método de diagndstico del estro como una alternativa

mas accesible y econémica en comparacion con la citologia vaginal.
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1.1. Planteamiento del problema
En la actualidad, la especie canina (Canis lupus familiaris) esta captando cada vez
mas atencion, no solo como mascota, sino también como una actividad econémica
en la cria de razas puras. Por esta razon, es esencial que los médicos veterinarios
actualicen sus conocimientos en temas de reproduccion animal para poder ofrecer

un servicio profesional de calidad.

La deteccion del estro, frecuentemente en las consultas, se basa en la
observacion clinica del paciente y la anamnesis, ya que el mismo presenta
variaciones en su ciclo. Ademas de observarse cambios de comportamiento

variados, pudiendo presentarse mayor excitabilidad o agresividad en las perras.

Se ha logrado la determinacién del estro a través de la citologia vaginal,
determinacién en sangre de los niveles de progesterona sérica, por medio de
enzimoinmunoensayo (ELISA) o radioinmunoensayo (RIA) (Paramo & Balcazar,
2013). A su vez, se menciona la evaluacion de hormonas de estradiol,
progesterona y luteinizante (Okkens et al., 1985; Jeffcoate & Lindsay, 1989),
incorporando, adicionalmente, la exploracion endoscopica de la vagina en estos

protocolos (Rao et al., 2011).

En términos generales, se han sugerido diversos protocolos alternativos, aunque
ninguno ha sido ampliamente aceptado de manera universal (Skliarov et al.,
2021). Por lo tanto, la eleccion de un método para identificar el momento 6ptimo

de inseminacion en perras continda siendo un asunto no resuelto.
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Por otra parte, los profesionales en Panama poseen acceso limitado a ciertas de
estas técnicas, ademas de que se requiere de insumos y de un presupuesto
elevado. Respecto a la técnica de citologia vaginal, se considera una opcién
factible en cuanto a la accesibilidad, pero para su observacion se debe poseer el
conocimiento de las diferentes células y de sus proporciones del ciclo estral, que

puede llegar a ser dificil de interpretar para el ojo inexperto.

Por lo que, es imprescindible el conocimiento de nuevas técnicas de diagndstico

gue permitan la deteccion del estro de manera confiable y de facil interpretacion.
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1.2. Antecedentes
A mediados del siglo XIX, comenzo el desarrollo del diagndstico citoldgico clinico,
basado en investigaciones de las ciencias naturales y la medicina de su momento
(Neelambikai, 2018). La primera monografia descrita sobre la ovulacién fue
realizada por Pouchet (1847), describiendo los cambios citolégicos de la secrecién

vaginal de la mujer.

En 1917, Stockard & Papanicolaou, bajo el titulo "The existence of a typical
oestrus in the guinea pig with a study of its histological and physiological changes”,
identificaron los sucesos en el ovario y cambios en el Gtero segun la etapa del

ciclo estral, siendo uno de los primeros estudios de citologia vaginal en animales.

Por otra parte, G. Papanicolaou (1946) evidencio que el moco cervical, cuando se
seca, forma arborizaciones que muestran un patron caracteristico muy parecido
al helecho o las hojas de palma. Este patrén tipico de helecho aparece solo a
mitad del ciclo, o sea en la ovulacion. Posteriormente, Rydberg (1948) encontrd
dentro de estas mismas arborizaciones del mococervical humano, la presencia de
cloro, sodio y mucina. Gracias a estos descubrimientos, Andreoli y Della Porta
(1959), evidenciaron que, estas mismas substancias (cloro, sodio y mucina) estan
presentes en la saliva, proponiendo asi, la idea de la observacién de cristalizacion

en la saliva del bovino y suino.

Con respecto al fenomeno de cristalizacion en la saliva, el Dr. Biel Cassals (1969),

investigo por primera vez de este y lo presento al Consejo Médico de Barcelona.
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Este fendmeno adquirié importancia clinica cuando el Dr. Cassals describio los

variados patrones de "helechos" presentes en las arborizaciones mucocervicales.

A raiz de esto, han surgido diferentes estudios sobre la eficacia de la cristalizacion
0 arborizacion salivales en la medicina veterinaria, entre ellos, el realizado por
Cubillas et al. (1994), los cuales investigaron el método de cristalizacion salival en
cabras y ovejas, detallando cuatro patrones caracteristicos de arborizacion
(rosetas, enramada, arbustos, helechos y combinaciones entre estos). Ademas,
midieron los niveles de progesterona en sangre con los distintos dias del ciclo
estral, y a su vez, con las frecuencia de cada tipo de arborizacion. Lo que les
permitié concluir, que el fendmeno de arborizacibn en saliva de pequefios
rumiantes no es un método alternativo para la deteccion del estro. No obstante,
otros estudios evidencian la relacion entre la cristalizacion salival y el ciclo estral
en diferentes especies, tal es el caso en bufalos (Ravinder et al., 2016) y en vacas
(Cortés et al., 2014; Bhaska et al.,, 2023). Ambos describiendo patrones

especificos para estas especies con resultados positivos para su uso.

Por lo que concierne a la especie canina, Brito C. (2009), en su estudio
“Arborizacion de la saliva de la perra como Técnica Auxiliar para el Diagnoéstico
del Ciclo Estral”, que describe los diferentes patrones encontrados en la hembra
canina, se concluye gue es una técnica factible como herramienta practica para el
diagndstico rapido del momento de la ovulacién. Mientras que, Pardo et al. (2010)
en “Saliva crystallisation as a means of determining optimal mating time in

bitches”, realizaron una comparacion con los niveles de progesterona, pero no
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resultd precisa, con 40,6% de sensibilidad y 86,1% de especificidad. En donde
ambos estudios recomiendan complementar la técnica de cristalizacion salival con
otros meétodos de determinacion del periodo fértil en las perras para demostrar la

capacidad potencial de la cristalizacion salival.

No se han encontrado estudios referentes en la Republica de Panama sobre la

cristalizacion salival.
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1.3. Justificacion
Actualmente, la identificacion del periodo fértil ha tomado gran importancia en los
programas de cria y manejo reproductivo en perras, ya que se busca maximizar
el éxito reproductivo y evitar falsos positivos de prefiez, siendo importante la
deteccion temprana para poder realizar una monta o una inseminacion artificial

exitosa, aumentando asi, las posibilidades de una concepcion.

De la misma forma, la deteccion temprana del estro puede ayudar a identificar
posibles problemas de salud reproductiva en las perras, observando
irregularidades en el ciclo estral. Al conocer la etapa del ciclo estral en la que se
encuentra una perra, los médicos pueden realizar un seguimiento mas preciso de
posibles enfermedades o afecciones relacionadas con el sistema reproductivo,

facilitando el diagnostico y tratamiento temprano.

Puesto que existen pocos métodos practicos que permitan la deteccidén del estro
de manera oportuna, es necesario conocer nuevas técnicas, que sean de rapida
ejecucion y accesibles, ademas que requieran de una minima manipulaciéon al

momento de obtener la muestra, lo que permite optimizar el bienestar animal.

Es por ello, que es imprescindible determinar si la técnica de cristalizacion de
saliva es igual de confiable que la citologia vaginal para la deteccion del estro, de
manera que se logren diagnosticos en menor tiempo y lo suficientemente precisos

para responder a las necesidades reproductivas de las perras.
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Visto de esta forma, el introducir la técnica de cristalizacion salival en Panaméa
podria representar una alternativa para la deteccion de estro, y el inicio de
estudios nacionales con esta técnica, no solo en perras, sino también en otras

especies domeésticas.
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1.4. Objetivos
1.4.1. General
Determinar la efectividad de la técnica de cristalizacion de saliva como método de

diagndstico de estro, comparado con la citologia vaginal en perras.

1.4.2. Especificos

e Identificar el tipo y/o grado de cristalizacion presente en la saliva de las
perras en el ciclo estral.

e Reconocer las células predominantes en la citologia vaginal de las perras
en el ciclo estral.

e Comparar los resultados de la cristalizacion salival con los obtenidos de la

citologia vaginal.

20



1.5. Hipotesis
Ha. La técnica de cristalizacion salival es un método de diagndstico alternativo

confiable para la deteccion del estro comparado a la citologia vaginal.

Ho. La técnica de cristalizacion salival no es un método de diagndstico alternativo

confiable para la deteccion del estro comparado a la citologia vaginal.
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1.6. Alcances y limitaciones del estudio
El alcance de este estudio es probar la eficacia que posee la técnica de
cristalizacion salival como método de diagndéstico alternativo en la practica diaria
en las clinicas veterinarias para la deteccion de estros en perras en la Republica

de Panama.

Tiene como fin, ser una herramienta potencial de método de diagnostico para el
meédico veterinario, y ademas para el propietario, por ser una técnica de bajo

costo.

Sin embargo, es importante reconocer las limitaciones de este estudio. Estas
incluyen la poca disposicion de perras que estén en celo durante la realizacion del

estudio, asi como la autorizacion propia de los tutores.
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2. Revision de literatura

2.1. Ciclo estral de la perra

El ciclo estral, también conocido como ciclo reproductivo, es un fendmeno
biologico crucial en la vida de las perras. Este proceso ciclico regula la fertilidad y
la posibilidad de reproduccion de las hembras caninas. El ciclo estral esta
regulado por varias hormonas, que incluyen estrégeno, progesterona, hormona
estimulante del foliculo (FSH) y hormona luteinizante (LH) (Kustritz, 2005). Este
difiere de manera considerable del de otras especies, en las perras, la fase
folicular y ovulacion son seguidas de una fase lutea durando en promedio 75 dias

(De La Sota et al, 2002).

Se describen cuatro etapas en perras domeésticas, proestro, estro, diestro y
anestro. El proestro es la etapa durante la cual la hembra comienza a atraer a los
machos, pero aun no esta lista para aparearse, con duracién promedio de 9 dias;
el estro, la hembra es sexualmente receptiva y fértil, con duracién promedio de 9
dias; el diestro, en donde la hembra se prepara para la gestacion, dura unos 60
dias, en promedio, independientemente de si la hembra est4 prefiada o no; y el
anestro, el sistema reproductivo de la hembra descansa y se regenera, dura

alrededor de 4 meses, en promedio (Concannon, 2011).

2.1.1. Aspectos del ciclo estral

El sistema reproductivo de la hembra esta controlado por dos sistemas: el control

general que involucra al hipotalamo, la glandula pituitaria y las gonadas, y el
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control local que involucra a las células ovaricas. (Kustritz, 2018). El hipotalamo
produce la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), que es secretada por
los axones nerviosos (parte ventral del hipotalamo), este se secreta y va al sistema
vascular portal hasta la adenohipdfisis, siendo la encargada de secretar FSH
(gonadotropina estimulante de foliculo) y LH (hormona luteinizante). La FSH y LH
llegan a las génadas donde se produce el estrégeno, viajando a través del torrente
sanguineo hasta el cerebro, provocando un circuito de retroalimentacion negativa

que impide la secrecion continua de la hormona (Pineda, 1991).

El control local se produce por la interaccion entre las células de la gonada, las
células de la granulosa y de la teca, por lo que esta relacion celular es la
responsable de la produccion de hormonas esteroides, estrogeno y progesterona.
(Concannon, 2011). Los esteroides ovaricos son responsables de determinar la
amplitud y frecuencia de los aumentos repentinos de FSH y LH. El estrogeno se
asocia con el desarrollo folicular y el comportamiento estral, y la progesterona,
qgue es producida por el cuerpo luteo, interacta con el estrogeno para iniciar el

estro y mantener la gestacion (Kustritz, 2018).

Tanto la retroalimentacién positiva como la negativa sobre la GnRH son parte de
los esteroides ovaricos. En el caso de la progesterona en la fase latea, se produce
una retroalimentacion negativa para la LH. A medida que disminuye la
progesterona, las células de la granulosa aumentan la secrecion de estradiol y, en
la fase folicular, aumenta la GnRH, produciendo un aumento en la secrecion de

LH, que estimula la ovulacion. Las células de la granulosa son las responsables
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de la secrecion de inhibina, que reduce la secrecion de FSH, por lo que cuando la

FSH disminuye, la LH aumenta (Reece, 2004).

La fisiologia del ciclo estral implica la interaccion de varias hormonas y sus efectos
en el tracto reproductivo femenino (figura 1). Durante el proestro, los niveles de
estrégeno aumentan, iniciando asi, el flujo vaginal sanguinolento y que la vulva se
hinche, mientras que la progesterona se mantiene en valores basales hasta el final
del proestro. En el momento que se produce el pico de LH, la progesterona
empieza a incrementar sus niveles, desencadenando la ovulacién 48 horas
después. El estro es el periodo del ciclo sexual que se caracteriza por la
aceptacion del macho, en donde la descarga vaginal puede ser de color marrén
por disminucion de la cantidad de sangre, aunque en algunos casos puede haber
una descarga serosanguinolenta uniforme. En esta etapa, el aumento
preovulatorio de progesterona provoca la disminucién de los estrogenos y, por
tanto, la disminucion del edema vulvar y vaginal. Durante el diestro, predomina la
progesterona, incrementando rapidamente previos al pico de LH. Ya en estos
momentos la perra rechaza la monta y deja de atraer al macho. Cuando no hay
gestacion, después del dia 30, las concentraciones de progesterona van
reduciéndose gradualmente. Cuando hay gestacion la disminucién de
progesterona tiene lugar 24-36 horas antes del parto. El desarrollo mamario puede
ser observado tanto en hembras prefiadas como en las hembras no prefadas,
esto es debido a los niveles de progesterona ya comentados. En la fase del

anestro, se caracteriza por la involucion del Gtero, la inactividad ovarica y la
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recuperacion de los cambios endometriales. Se aprecian niveles moderados de
FSH y LH, y es hasta el final del anestro que se producen secreciones de tipo
pulsétil de GnRH que da lugar el aumento de FSH Y LH, provocando la creacion
de los foliculos durante el proestro; los niveles de progesterona y estrégeno se
encuentran en niveles basales (Jeffcoate, 1999; Angulo, 2011; Concannon, 2011;

Kustritz, 2018).

Figura 1
Ciclo estral de la perra

Periodo fértil
Periodo
fertilizacion
Ovocitacion

Maduracion
oocito

!
!
!
|
'
'
Estrégenos

LH

Progesterona m

9 8 7 6 5 4 3 2 10 1 2 3 465 67 8 9
Dias al pico de LH

Nota. llustracién de los cambios hormonales producidos durante el ciclo estral de
la perra. Tomado de Reproduccién Animal del Departamento de Medicina y
Cirugia de la Universidad de Cérdoba, 2006, UCO (http://www.uco.es/).

El inicio del primer ciclo estral puede variar entre los seis y trece meses de edad
dependiendo de la raza y la caracteristica del individuo; con intervalos entre ciclos

reproductivos de cuatro a doce meses, también influenciado por condiciones
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ambientales e interacciones sociales (Angulo, 2011; Concannon, 2011). La perra
es considerada monoéstrica no estacional, ya que tiene un celo por estacién

reproductiva (Pineda, 1991).

El ciclo estral de la perra presenta caracteristicas y variacion respecto a otras
especies domésticas. Presenta un retraso en la maduracion del ovocito, que
ocurre 60 horas después del pico de LH, por lo tanto, puede producirse entre
finales del proestro y mediados del estro. También poseen dos fases de
luteinizacion preovulatoria, la primera se produce a finales del proestro (2 a 3 dias
antes del pico de LH), produciendo un aumento de los niveles de progesterona
sérica (casi no detectables), y el segundo, inmediatamente después del pico de
LH, con una rapida y generalizada proliferacion de células luteinizantes con
aumentos de progesterona. Esta fase dura aproximadamente 2 meses, igual que
la duracion de la gestacién, por eso los niveles de progesterona no pueden ser
utilizados como indicadores especificos de la gestacion, ya que es la hormona de
la ovulacion; es por ellos que, aunque no haya gestaciéon, el endometrio se
encontrara bajo influencia de niveles elevados de progesterona (diestro), por lo
que es frecuente el desarrollo de mucoémetras, hidrémetras o piometras. Por ende,
de manera fisioldgica, estos niveles de progesterona, es frecuente que se
presente hiperplasia e hipertrofia de la glandula mamaria (durante y después de
la fase luteal), dando lugar a la pseudogestacion clinica. Esta hormona, ademas,
es la que esta directamente relacionada con la aparicion de tumores mamarios e

hiperplasia endometriales quisticas (Angulo, 2011; Lezama, 2011).
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Asi mismo, al final de la fase luteal se continua con un anestro fisiolégico de
duracion variable, en donde las hembras prefiadas el final de la fase luteal se
produce en el momento del parto, y en las hembras no gestantes, comienza con
la caida de la concentracion de progesterona a niveles basales (promedio de 60-
70 dias desde el inicio del diestro), con una involucion del endometrio (Angulo,

2011).
2.2. Citologia vaginal

La citologia vaginal se presenta como una opcién asequible y facilmente realizada

como método complementario para determinar la fase del ciclo estral de la perra.

El fundamento de la citologia vaginal exfoliativa radica en la evaluacion del tipo y
la cantidad de células presentes en las distintas fases del ciclo estral. Este
enfoque se sustenta en la observacion de las alteraciones morfolégicas de las
células epiteliales de la mucosa vaginal, las cuales son consecuencia de los

cambios hormonales experimentados a lo largo del ciclo estral (Gobello, 2001).
2.2.1. Clasificacion de las células vaginales

Las células anucleadas, también denominadas escamas, son células sin nucleo
con contornos angulosos e irregulares. Estas células son predominantes en el

estro y marcan el final del proceso de descamacioén de las células parabasales.

Las células parabasales se caracterizan por tener una forma oval o redonda, con

un nucleo evidente y una pequefia cantidad de citoplasma. Estas células se
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desprenden de la capa de células germinales cercana a los vasos sanguineos,

siendo predominantes en el anestro y al inicio del proestro.

Las células superficiales presentan bordes angulosos y son caracteristicas al final
del proestro y durante todo el estro, periodo en el cual la vagina se encuentra bajo

la influencia del pico estrogénico.

Por otro lado, las células intermedias exhiben bordes irregulares y pueden tener
un nucleo mas pequefio o mas grande que las células parabasales, pero con una
mayor cantidad de citoplasma. La presencia de estas células indica la etapa previa
a su transformacion en células superficiales, siendo mas predominantes en la

mitad del proestro (Lajara, 2010).

Figura 2
Clasificacion de células vaginales

=
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Nota. Tipos celulares epiteliales a reconocer durante un hisopado vaginal.
Tomado de Juan Manuel Lajara Larrea, 2010, VetPraxis
(https://www.vetpraxis.net/).
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2.2.2. Criterios para interpretar la citologia vaginal

La evaluacion de los frotis se lleva a cabo considerando la predominancia de los
diversos tipos celulares presentes, lo cual proporciona indicaciones utiles sobre

las distintas fases del ciclo estral en perros.

2.2.2.1. Proestro

Al inicio del proestro, se observara una cantidad variable de glébulos rojos
acompafada de un reducido numero de células parabasales, un considerable
namero de células intermedias y una escasa presencia de células superficiales
intermedias. Es posible identificar neutréfilos en cantidades reducidas y bacterias
en proporciones pequefas o considerables (ver Figura 3). La apariencia del fondo
suele ser turbia debido a la presencia de secreciones cervicales y vaginales

viscosas (Goodman, 2001).

Durante el proestro medio (ver Figura 4), la presencia de neutrdéfilos disminuye
notablemente, ya que estas células ingresan a la luz vaginal a través del epitelio
vaginal, pero posteriormente no pueden atravesar la pared vaginal de varias capas
inducida por los estrégenos. No se deberian observar neutréfilos de nuevo hasta
el diestro. La cantidad de células parabasales e intermedias pequefias disminuye,
siendo reemplazadas por células intermedias grandes y superficiales intermedias.
La presencia de eritrocitos puede variar, y el fondo puede presentar una

apariencia turbia o clara (Goodman, 2001).
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En el proestro tardio (ver Figura 5), mas del 80% de las células vaginales son
superficiales, exhibiendo nucleos picnéticos o siendo superficiales anucleadas

(Goodman, 2001).

Figura 3
Proestro inicio
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Nota. Tincion Romanowsky. Proestro inicio. Mezcla de células epiteliales
(parabasales, intermedias y superficiales). Neutrofilos y bacterias ocasionales.
Gran cantidad de eritrocitos (Virbac, s.f.).

Figura 4
Proestro medlo

Nota. Tincion Romanowsky. Proestro medio. Células intermedias grandes y
aumento del numero de células superficiales, parcialmente queratinizadas.
Grandes cantidades de eritrocitos. (Virbac, s.f.).
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Figura 5
Proestro tardio
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Nota. Tincibn Romanowsky. Proestro tardio. Aumento de las células superficiales.
Disminucion de eritrocitos (Virbac, s.f.).

2.2.2.2. Estro

No se evidencian alteraciones que indiquen el pico de la hormona luteinizante
(LH), la ovulacién o el momento de la fertilizacion. En el estro (ver Figura 5), las
células superficiales, ya sea con ndcleo o anucleadas (queratinizadas), o con
nacleo picnotico, constituyen mas del 80%, a menudo alcanzando el 100% de las
células observadas en el frotis. No se detectan neutréfilos, y la presencia de
eritrocitos puede variar. El fondo se presenta limpio y sin residuos celulares. La
realizacion de frotis de manera secuencial durante el estro revela un cambio
abrupto en la proporcién relativa de los tipos de células epiteliales, marcando asi

el inicio del diestro (Goodman, 2001).

No existen modificaciones que sugieran el pico de LH o de ovulacion o el momento
de la fertilizacion. Las células superficiales nucleadas y anucleadas
(queratinizadas) o con nucleo picnético representan mas del 80% y a menudo

alcanzan el 100% de las células observadas en le frotis.
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No se observan neutrofilos, los eritrocitos pueden o no estar presentes y el fondo
es limpio y libre de detritus celulares. Cuando se realizan frotis seriados durante
el estro, un cambio abrupto en el numero relativo del tipo de células epiteliales

marca el comienzo del diestro (Goodman, 2001).

Figura 6
Estro

A
Nota. Tincion Romanowsky. Estro. Predominan las células superficiales, las

células tienden a agruparse hacia el final del estro. Neutroéfilos ausentes. Hay muy
pocos eritrocitos o incluso ninguno. (Virbac, s.f.).

2.2.2.3. Diestro

Durante este periodo (ver Figura 7), se observa una disminucién en el nimero de
células superficiales, mientras que las células parabasales e intermedias
experimentan un notable aumento. En los primeros 7-10 dias del diestro, se

registra la reaparicion de neutréfilos en cantidades variables.

Es fundamental reconocer esta presencia de neutrofilos en los frotis de diestro
temprano como un fendmeno normal para distinguirlo de posibles infecciones. En
algunos casos, la presencia de neutréfilos puede no ser evidente en los frotis del

diestro.
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Dado que los glébulos rojos pueden estar presentes en los frotis vaginales
obtenidos durante los primeros dias del diestro, resulta imposible diferenciar el
proestro del diestro basandose exclusivamente en la citologia vaginal. Ademas,
después de los primeros dias del diestro, la citologia vaginal se asemeja a la del
anestro, con leucocitos y eritrocitos presentes en cantidades limitadas, y las
células epiteliales corresponden principalmente a intermedias y parabasales

(Goodman, 2001).

Figura 7
Diestro .
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Nota. Tincion Romanowsky. Diestro. Células parabasales e intermedias.
Neutrdfilos en cantidad moderada. (Virbac, s.f.).

2.2.2.4. Anestro

Se distingue por la predominancia de células parabasales y células intermedias
pequefias (ver Figura 8). Aunque se pueden encontrar algunos neutréfilos, su
cantidad es considerablemente menor en comparacion con la observada al inicio
del diestro. La presencia de bacterias puede variar, y la apariencia del fondo

puede ser clara o turbia (Goodman, 2001).
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Figura 8
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Nota. Tincion Romanowsky. Anestro. Células parabasales e intermedias
pequefias, neutrofilos ocasionales. (Virbac, s.f.).

2.3. Cristalizacion de la saliva

La cristalizacion se manifiesta cuando una muestra de moco cervical sin tefiir se
seca en un portaobjetos, revelando un patrén microscépico con forma de helecho.
Varios autores han establecido una conexion entre estos descubrimientos y los
diferentes estadios del ciclo estral, notando una mayor ramificacion durante la fase
folicular en comparacién con la fase lutea, alcanzando la maxima cristalizacion al

inicio de la etapa de estro (Brito, 2009; Cassals, 1969; Esquivel, 2012).

Conforme se acerca la ovulaciéon, el aumento de los niveles de estrogenos
estimula la sintesis de glucégeno y glucosa en mamiferos. La mayoria de los
estrégenos séricos estan unidos a proteinas y se descomponen en el higado,
excepto los que se encuentran naturalmente libres, los cuales se dispersan en
todos los liquidos corporales, como la saliva (Esquivel, 2012), ademas de la
presencia de mucina y electrolitos, asemejando la forma de un helecho durante la

etapa de proestro-estro (England & Allen, 1989; England & Concannon, 2002).
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2.3.1. Tipos de cristalizacion

Esquivel (2012) describe tres tipos de cristalizacion salival en la hembra canina,

de acuerdo con su conformacion (ver Figuras 9-11).

Figura 9
CrlstallzaC|on sallval TIpO A

Nota. Presente al inicio del estro. Helechos abundantes anchos y grandes, se
presentan en el maximo nivel estrogénico.

Figura 10
Cristalizacion salival Tipo B
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Nota. Presente a la mitad del estro. Helechos mas delgados que el tipo A que se
acomodan de manera longitudinal. Presentan cuando hay descenso de estrogeno.
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Figura 11
Cristalizacioén salival Tipo C

o
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Nota. Presente al final del estro. helechos muy pequefios casi fragmentos y se
presentan cuando hay dominancia de progesterona.

Como se menciond, la arborizacion esta intimamente ligada con el nivel
estrogénico que en el caso de la hembra canina alcanza su pico aproximadamente
2 a 3 dias antes de la ovulacién lo que hace suponer que el méaximo de

cristalizacion estaré presente en el periodo ovulatorio (Esquivel, 2012).
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3. Materiales y métodos

3.1. Ubicacién geogréfica

El estudio se realizé en la Clinica Veterinaria American Pets de Parque Omar

ubicada en la Ciudad de Panamad, San Francisco, Calle 74 Este.

3.2. Disefio del estudio

3.2.1. Poblacion y muestra

La poblacién se constituyd de hembras caninas que acudieron a la Clinica
Veterinaria American Pets por revision de rutina o, especificamente, para la
deteccion de celo. Se utilizé un disefio de muestreo a conveniencia al seleccionar
perras de diferentes razas y edades que cumplan con los criterios de inclusion en

el estudio.
3.2.2. Parametros de inclusion y exclusion

Se tomd en cuenta pacientes hembras enteras con signos de estro (“receptividad”)
y sin signos de estro (“grupo control”) siendo menores de 7 afios, que hayan tenido
su primer celo, sin exclusion de raza, que posean condicidon corporal de 3, cuyos

propietarios sean mayores de 18 afos.

Se excluyen hembras caninas en gestacion, que hayan parido hace menos de 2
meses, que haya presentado abortos, que posean una condicion corporal menor

a 3, 0 que posea una enfermedad cronica previa.
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3.2.3. Tipo de estudio y analisis estadistico

Es un tipo de estudio observacional descriptivo y comparativo. El analisis se
realizo usando el programa estadistico R. Se utilizo la prueba de Kappa de Cohen
para estudiar la asociacion entre los patrones de saliva y el tejido epitelial. Ademas
de evaluar la concordancia entre las clasificaciones de la cristalizacion salival y la
citologia vaginal respecto al estado reproductivo en una clasificacion binaria.
También se estudio las proporciones entre las categorias de cristalizacion salival

y la citologia vaginal por medio de la prueba de Chi cuadrado.

3.3. Metodologia

Al llegar las hembras a la consulta veterinaria, se realizd una observacion de la
paciente buscando signos de estro, receptividad o en celo, como, por ejemplo, la
presencia de hinchazén vulvar y de secreciones vaginales de un color trasparente
0 rosa, de tipo acuosa o viscosa. También se consulté al tutor si existia la atracciéon
hacia los machos o si en casa presentaba algun comportamiento compatible con
el celo (mas carifiosa 0 mas agresiva), asi como cambios en su actividad fisica

(menos interés en el ejercicio y/o descanso prolongado).

Una vez confirmada la informacién (positiva para las hembras en celoy negativa
para las hembras del grupo control), se explicé el estudio al tutor y se le

proporcionod el consentimiento informado del estudio (ver Anexo I).

Una vez el tutor daba su autorizacion, se procedieron a realizar hisopados en la

cavidad bucal y en la hendidura vulvar, para la técnica de cristalizacion salival y
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citologia vaginal respectivamente, en hembras que presenten signos de estro y

en aquellas que no (grupo control).

Se incluye el formulario de resultados en el Anexo Il donde se describieron los
resultados obtenido en la citologia vaginal y cristalizacion salival, ademas de

observaciones clinicas presentes en el paciente.

3.3.1. Toma de muestra para cristalizacion salival

Con un hisopo no estéril, se tomé la muestra de saliva directamente de la cavidad
bucal, frotAndolo suavemente contra las encias para colocarla en un portaobjetos
y fijandolo mediante un mechero para ser analizada al microscopio y ver la
presencia o no de cristalizacion. En caso de presencia, se diferencia entre los

tipos A, Bo C.

3.3.2. Toma de muestra para citologia vaginal

La obtencién de la muestra para realizar la citologia vaginal implicé el uso de un
hisopo no estéril humedecido con solucién salina. Se colocd en el punto mas
dorsal de la hendidura vulvar, orientandolo hacia arriba a un angulo de 45°, y se
hace girar entre los dedos si es necesario para avanzar mas alla de la papila
uretral. Luego, se rodé el hisopo contra la superficie vaginal y se retir6 en un solo

movimiento.

Se aplicé la tincion Romanowsky (Diff Quik®), comenzando con la extension de la

muestra en el portaobjetos, y se fija con metanol manteniéndolo durante 15
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segundos, luego, se continud la tinciébn, con una solucion eosina durante 15
segundos, y finalmente en la solucion azul de metileno por 15 segundos. Se dej6
secar a temperatura ambiente y se observd bajo el microscopio, buscando
identificar las diferentes células vaginales pata determinar si la hembra se

encontraba en estro.
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4. Consideraciones bioéticas

La finalidad de este estudio se bas6 en comprobar la eficacia del método de
cristalizacion salival comparado con la citologia vaginal, basado en su rapido

procesamiento de muestra y la minima manipulacion del animal.

Se otorgo al propietario un consentimiento informado (Anexo 1), que especifico el
procedimiento, sus objetivos, y los beneficios potenciales de la investigacion, con

la opcién de negarse al procedimiento si asi lo deseaba.

Las tomas de muestras fueron supervisadas en todo momento por un médico
veterinario capacitado e idéneo, garantizando que el procedimiento se realiz6 de
manera adecuada, evitando molestias innecesarias para la perra. Ademas, se
tomaron las muestras en un entorno tranquilo o junto al propietario para reducir

cualquier malestar o dolor asociado.

Asimismo, el procedimiento se disefid de manera que se minimicen las posibles

molestias en la toma de muestra.
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5. Resultados y Discusion

Este estudio ha explorado la viabilidad de la cristalizacion salival (CS) como una
técnica alternativa a la citologia vaginal (CV) para la deteccion del estro en perras

domésticas.

Se recolectaron 50 muestras de caninas sometidas a muestreo, dividiéndolo en
dos grupos: un grupo control de perras que no mostraban signos de celo (A01-
A25), que en la citologia vaginal presentaba una etapa estral distinta al estro, y un
grupo de perras con signos de celo (B01-B25), con resultados en la citologia
vaginal en la fase de estro (ver Anexo Ill). Se observé que 13 de ellas presentaron
cristalizacion salival sin patron especifico, distribuidas entre el grupo de control
(n=7) y el grupo en etapa de estro (n=6). Se identificaron tres tipos de patrones
salivales, en las que 19 perras se encontraban en la fase de estro (ver Tabla I). El
patrén tipo A: hojas de helechos abundantes cristalizadas con tallos anchos y
grandes. El patron tipo B: helechos con tallos delgados y cristales formados en
forma de “ramitas”. Y el patron tipo C: con contornos arenado y helechos
fragmentados, con presencia minima de cristales. Estos patrones fueron
detallados por Esquivel (2012), quién concluyd que la cristalizacion esta presente
en el periodo ovulatorio. Este aumento en la cantidad de cristales se atribuye al
incremento de los estrégenos (England & Allen, 1989), lo cual coincide con las

alteraciones distintivas en las células del epitelio vaginal visibles en el frotis.
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TABLA K DISTRIBUCION CONJUNTA  OBTENIDA DE LAS
CLASIFICACIONES DEL CICLO ESTRAL Y LA PRESENCIA DE CRISTALES.

Presencia de Cristales \

Ciclo Cristales Sin Patrén Patrén Patron Total
Estral sin patron | cristales tipo A tipo B tipo C
Anestro 0 5 0 0 0 5
Diestro 0 6 0 0 0 6
Estro 6 0 7 7 5 25
Proestro 1 3 0 0 0 4
Inicio
Proestro
Medio 2 2 0 0 0 4
Proestro
Tardio 4 2 0 0 0 6
Total 13 18 7 7 5 50

Nota: Las frecuencias en la tabla representan el nUmero de muestras en cada categoria. La
clasificacion de “Ciclo estral” se basa en la Citologia Vaginal, mientras que “Presencia de cristales”
indica la presencia o ausencia de los patrones en la Cristalizacion Salival.

Al realizar la evaluacion de la citologia vaginal se encontr6 que, al inicio del
proestro predominaron un 80-85% de células intermedias (pequefias y grandes) y
un 5-8% parabasales, y solo un 5-6% de células superficiales con presencia de
glébulos rojos y un numero variable de neutrdfilos y bacterias. En el proestro
medio, se evidencié un promedio de 13% células intermedias pequefias, un
marcado aumento de células superficiales nucleadas de 74-81%, mientras que
solo se evidenciaron un 8-11% de células anucleadas, con presencia de glébulos
rojos y neutrofilos variables, y ausencia de bacterias. Durante el proestro tardio,
se observd una proporcion dominante de células superficiales nucleadas y
anucleadas, mas del 80%, acompafado por un 10-17% de células intermedias

pequefias, con un numero variable de eritrocitos, y ausencia de neutrdfilos y
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bacterias. En el diestro, se presenté un 80-84% de células intermedias y un 17-
20% de células parabasales, simultineamente una reduccién en los neutrdfilos.
Finalmente, durante el anestro se observaron un 81-84% de células parabasales
e intermedias pequefias entre un 16-19%, con ausencia de eritrocitos y

aparecimiento de neutréfilos y bacterias (ver Anexo V).

En cuanto al estro, Kusritz (2012) menciona que, en la citologia vaginal se puede
determinar calculando el porcentaje de células superficiales (nucleadas y
anucleadas), y neutrdfilos ausentes en el frotis vaginal. Siguiendo esto, durante el
estro se observaron la presencia de un 92% de células de tipo anucleadas, y un

8% superficiales nucleadas.

Posteriormente, se utilizo la prueba de Kappa Cohen para evaluar la concordancia
de su asociacion entre los grados de cristalizacion y las células vaginales en el
estado de estro o ausencia de este. Por lo cual, se clasificaron en categorias
binarias (CB) (‘estro” y “no estro”) (ver Tabla II). En cuanto al grado de
cristalizacion, los patrones A, By C seran “estro”; y cristales sin patron y ausencia

de cristales seran “no estro”.
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TABLA II: CATEGORIZACION BINARIA (CB) DE LA CRISTALIZACION
SALIVAL Y CITOLOGIA VAGINAL.

Categoria Binominal Citologia Vaginal Cristalizacion Salival
Patron tipo A
Estro Estro Patron tipo B
Patron tipo C
Anestro Sin cristales
Diestro Sin cristales
o Cristales sin patrén
Proestro inicio . -
Sin cristales
No estro . Cristales sin patron
Proestro medio ——
Sin cristales
Proestro tardio Cr'St"’.lleS sin patron
Sin cristales
Estro Cristales sin patron

Nota: Categorizacon Binaria de las observaciones segun los estados reproductivos (“Estro” y “No
Estro”) en relacién con las clasificaciones de cristalizacion salival y citologia vaginal. Las columnas
“Estro” y “No Estro” representan la clasificacion binaria, mientras que las columnas de cristalizacién
y citologia indican las categorias especificas obtenidas.

El analisis de Kappa manifest6 una diferencia significativa (p<0.05) con un
resultado de p=3.10e%8, y el indice con un resultado de k=0.76. Segun los criterios
de Cohen, se interpreta que ambos métodos concuerdan de manera sustancial.
Esto implica que la cristalizacion salival posee una correlacién fiable y

considerable de clasificar la presencia de estro de manera consistente con la

citologia vaginal.

Estos resultados coinciden con investigaciones previas, tal como, Brito (2009),
donde se evidenci6 una relacion directa entre la cristalizacion salival y la citologia
vaginal exfoliativa; y la realizada por Jiménez (2015), donde se demostré que la
cristalizacion salival tiene un alto porcentaje de coincidencia (80%) en perras que

fueron positivas al estro.

46



TABLA lIl: DISTRIBUCION CONJUNTA DE LA CATEGORIZACION BINARIA Y

PRESENCIA DE CRISTALES.

Presencia de cristales
Ciclo Cristales Sin Patrén Patrén Patrén Total
Estral | sin patron | cristales tipo A tipo B tipo C
Estro 6 0 7 7 5 25
No Estro 7 18 0 0 0 25
Total 13 18 7 7 5 50

Nota: Distribucién conjunta conjunta resume la relacion entre la categorizacion binominal (“Estro”
y “No Estro”) y la presencia de cristales en la cristalizacion salival. Las celdas reflejan las
proporciones en cada combinacién de categorias. La categorizacion binominal se basa en la
clasificacién de los estados reproductivos de las perras segun criterios previamente establecidos.

Por otra parte, es conveniente comparar las diferencias entre las proporciones y
la asociacion entre las variables de ambas técnicas (bajo la hipotesis nula que no

hay asociacion), por lo que se realizé una prueba de Chi cuadrado.

Primero, se compararon las proporciones binarias contra las variables de la
cristalizaciéon salival (CB vs. CS) (ver Tabla Ill). Con un valor de p=1.74e”’
(p<0.05), indicando que existe una diferencia significativa entre las proporciones.
Seguido por comparacién de las proporciones de los resultados de la citologia
vaginal contra las variables de la cristalizacidon salival (CV vs. CS) (ver Tabla I),
también indicando que hay una diferencia significativa con p=0.0002187 (p<0.05)

entre las proporciones de las diferentes técnicas.

Demostrando que, los patrones de cristales poseen asociacién directa con el
estado de estro, por lo que se considera que, las perras que estan en estro tendran

mas probabilidad de presentar cristales definidos.
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En congruencia con los resultados obtenidos, Narvaéz (2015), concluyd que la
cristalizacion salival ofrece un nivel de confiabilidad comparable a la citologia
exfoliativa. Sin embargo, este dltimo difiere en que, se observaron diferencias en
muestras que presentaban proestro tardio, evidenciando cristalizaciones de tipo

C en reducida proporcion.

La cristalizacion salival posee potencial como técnica de diagndstico del estro,
evidenciando una consistencia en los resultados al correlacionarse de manera
confiable con la citologia vaginal. No obstante, se reconocen ciertas limitaciones

en su capacidad para determinar el estado de ovulacion en tiempo real.
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6. Conclusién

Este estudio se propuso determinar la efectividad de la cristalizacion salival como
meétodo de diagndstico alternativo a la citologia vaginal para la identificacion del

estro en perras domésticas.

La consistencia de los resultados de la técnica de cristalizacion salival sugiere una
aplicabilidad clinica significativa, ofreciendo ser un método particularmente
sencillo y de bajo coste, comparado con otras técnicas diagnosticas. Ademas, su
aplicacién es potencialmente menos invasiva para la evaluaciéon del estro y, por

ende, contribuye al bienestar animal.

Los resultados obtenidos indican una correlacion y asociacion fiable entre la
cristalizacion salival y la citologia vaginal en la clasificacion del estro. Sin embargo,
la cristalizacién salival es una técnica fisiologicamente atipica y subjetiva, debido
a que carece de un mecanismo completamente caracterizado y esta directamente
influenciado por la interpretacion individual, por lo que esta técnica permite

determinar el momento de la ovulacién solo de forma retrospectiva.

No obstante, a pesar de estas restricciones, este estudio ha demostrado que la
combinacion integral de esta, con la citologia vaginal proporciona una estrategia
mas completa y confiable para la determinacién precisa del estro en perras. Por
ende, se destaca la importancia de futuras investigaciones con el fin de
comprender mejor sus alcances y limitaciones de la cristalizacion salival en

diferentes escenarios clinicos.
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Se rechaza Ha y se acepta Ho que determina, la cristalizacién salival no es un
método de diagndstico alternativo confiable comparado con la citologia vaginal,

sino como método complementario y auxiliar.

Este estudio sienta los fundamentos para una exploracion mas extensay detallada
de la cristalizacion salival como herramienta diagnostica en perras. Se recalca su
potencial por su simplicidad y asequibilidad, por lo que se incentiva a los
profesionales veterinarios del pais a considerar su implementacién para la mejora
continua de los métodos de evaluacién del ciclo reproductivo en caninos, ademas
de, realizar futuras investigaciones no solo en caninos, sino también en otras

especies domeésticas.
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7. Recomendaciones

1. Evaluar la posibilidad de incorporar variables adicionales, como la edad y la
salud general de las perras, para controlar posibles factores y ofrecer una
comprension mas completa de la influencia de diversas condiciones en los
resultados.

2. Implementacién de un seguimiento a largo plazo con muestras seriadas para
observar la consistencia de los resultados de la cristalizacion salival en
diferentes etapas del ciclo reproductivo y en diversas condiciones de salud.

3. Considerar la comparacion directa de la cristalizacion salival con otras técnicas

ya establecidas en la deteccion del estro en perras.
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ANEXO |

UNIVERSIDAD DE PANAMA - FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA
FORMULARIO PARA CONSENTIMIENTO INFORMADO

DETECCION DE ESTRO MEDIANTE LA TECNICA DE CRISTALIZACIQN SALIVAL
EN PERRAS (Canis lupus familiaris) COMO METODO DE DIAGNOSTICO
ALTERNATIVO A LA CITOLOGIA VAGINAL

Estimado propietario,

Se agradece de antemano su colaboracion. El presente estudio es un proyecto de investigacion
de tesis de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad de Panama para optar por el
titulo de Doctora en Medicina Veterinaria, en donde su contribuciéon es de gran importancia para
el éxito y relevancia de la investigacion.

Antes de realizar la toma de muestra en su mascota, es importante que usted esté informado y dé
Su consentimiento para este procedimiento. Por favor, lea detenidamente la siguiente informacion
y firme al final si esta de acuerdo.

El objetivo del proyecto de investigacion es conocer la efectividad del método de deteccion de
estro por cristalizacion de saliva comparado con la citologia vaginal, necesario para conocer el
momento 6ptimo para la monta o la inseminacion artificial, ademas de la deteccién temprana de
enfermedades reproductivas, trayendo como beneficios una menor manipulacién de la mascota
conllevando al bienestar animal.

Como es un estudio comparativo, se deben realizar ambos métodos de diagnéstico. Para la toma
de muestra salival, se insertara un hisopo en la cavidad bucal. Para la toma de muestra vaginal,
se insertara un hisopo humedecido en la hendidura vulvar.

Los resultados obtenidos a partir de la muestra seran tratados de forma confidencial y solo seran
compartidos con los profesionales de la salud. Al ser una investigacion, los datos se utilizaran de
manera anénima y se respetara la privacidad del animal y su propietario.

Al firmar a continuacién, confirma que ha sido informado sobre el procedimiento de toma de
muestra salival y vaginal en su mascota. Entiende que puedo solicitar mas informacion antes de
dar su consentimiento y que tiene derecho a retirar a su mascota del estudio en cualquier momento
antes de que se realice la toma de muestra.

Nombre del propietario:

Cédula/Pasaporte: Celular:

Firma:

Agradecemos su comprension y cooperacion en este proceso. Si tiene alguna pregunta o
inquietud, no dude en ponerse en contacto.

Atentamente,

Angela De Freitas - Estudiante tesista
+507 6064-9953
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ANEXO Il

FORMULARIO DE RESULTADOS

DETECCION DE ESTRO MEDIANTE LA TECNICA DE CRISTALIZACIQN SALIVAL
EN PERRAS (Canis lupus familiaris) COMO METODO DE DIAGNOSTICO
ALTERNATIVO A LA CITOLOGIA VAGINAL

Paciente: Raza: Edad:

Propietario:

Resultado Cristalizacion Salival:

Resultado Citologia Vaginal:

Células Cuantitativo Células Cualitativo
Parabasales Eritrocitos

Intermedias Neutrofilos

Superficiales Detritos

Anucleada Bacterias

Interpretacion y observaciones:
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ANEXO 11l

RESULTADOS DE LA CRISTALIZACION SALIVAL Y CITOLOGIA VAGINAL

Raza Edad CS CVv
AOL Pitbull Terrier 2 afios 2 meses g;[[sr,garl]les sin Proestro tardio
A02 SRD 6 afios 1 mes Sin presencia Proestro medio
AO3 Chihuahua 2 afos 5 meses ‘()Serlﬁg?:es sin Proestro medio
A04 SRD 1 aflo 6 meses Sin presencia Diestro
A05 Schnauzer 5 afios 1 mes Sin presencia Proestro inicio
A06 Yorkshire 2 afios 6 meses | Sin presencia Proestro tardio
AO07 Bulldog Inglés 1 afio 10 meses | Sin presencia Anestro
A08 Chihuahua 4 aflos 7 meses Crlst,ales sin Proestro medio
patron
A09 Caniche 5 afios 5 meses | Sin presencia Anestro
Al10 Pekinés 3 afios 9 meses Sin presencia Anestro
All SRD 3 afios 2 meses Sin presencia Diestro
Al2 Pitbull 2 afios 1 mes Sin presencia Proestro tardio
Al3 American Bully 4 afios 3 meses gglt?gz?:es sin Proestro tardio
Al4 Schnauzer 3 afios 11 meses | Sin presencia Proestro medio
Al5 Pomeranian 1 aflo 10 meses | Sin presencia Diestro
Al6 SRD 4 afos 9 meses | Sin presencia Anestro
Al7 ~ Cristales sin o
SRD 2 afos 6 meses patron Proestro inicio
Al8 Boxer 6 afios 1 mes Sin presencia Proestro inicio
Al19 Chihuahua 5 afios 11 meses | Sin presencia Diestro
A20 Bobtail 1 afio 7 meses Crlst,ales sin Proestro tardio
patrén
A21 SRD 3 afios 8 meses Sin presencia Diestro
A22 Pitbull 6 afios 7 meses Sin presencia Diestro
A23 Beagle 4 aflos 9 meses | Sin presencia Anestro
A24 Yorkshire Terrier | 5 afios 2 meses | Sin presencia Proestro inicio
A25 SRD 1 afio 10 meses Cnst,ales sin Proestro tardio
patrén
BO1 Bulldog Francés | 2 afios 8 meses Patron tipo A Estro
B02 Husky Siberiano | 4 afios 3 meses | Patron tipo B Estro
B0O3 Pitbull 3 afios 8 meses | Patrén tipo C Estro
B04 Pitbull 2 afios 4 meses Patron tipo A Estro
B0O5 Chihuahua 3 afios 8 meses Patrén tipo B Estro
B06 SRD 3 afios 10 meses | Patron tipo A Estro
BO7 Cocker Spaniel 4 afios 1 mes Crlst,ales sin Estro
patrén
B0O8 Caniche 6 afios 4 meses Patron tipo A Estro
B09 SRD 2 afios 5 meses Patrén tipo C Estro
B10 Beagle 1 afo 11 meses | Patron tipo B Estro
B11 ~ Cristales sin
Schnauzer 5 afos 4 meses Estro

patron




B12 Golden Retriever | 3 aflos 1 mes Patron tipo B Estro
B13 Bullmastiff 6 afios 8 meses Patron tipo C Estro
B14 SRD 2 afios 11 meses | Patrén tipo C Estro
B15 Schnauzer 3 afios 10 meses | Patron tipo A Estro
B16 Bulldog Francés | 2 afios 7 meses Crlst,ales sin Estro
patron

B17 Pug 5 afios 9 meses Patrén tipo B Estro
B18 ~ Cristales sin

SRD 2 afios 3 meses patron Estro
B19 Welsh Corgi 3 afios 8 meses Patron tipo B Estro
B20 Pomeranian 5 afios 4 meses Patron tipo A Estro
B21 Toy Poodle 6 afios 6 meses | Patron tipo A Estro
B22 Husky Siberiano | 4 afios 1 mes Patrén tipo C Estro
B23 Chihuahua 3 afios 3 meses Patron tipo B Estro
B24 . ~ Cristales sin

Boston Terrier 6 afos 8 meses patron Estro
B25 ~ Cristales sin

Dachshund 2 afios 1 mes patrén Estro
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ANEXO IV

RECUENTO CUANTITATIVO Y CUALITATIVO DE LAS CELULAS VAGINALES

CUANTITATIVO CUALITATIVO

PAR INT SUP ANU ERI NEU DET BACT
AO01 0 17 75 8 ++ - ++ =
A02 8 83 9 0 ++ + ++ -
AO03 5 86 9 0 + + +++ -
A04 26 55 15 4 - ++ - -
AO05 17 83 0 0 ++ + +++ +
A06 0 10 81 9 ++ = ++ =
AQ7 83 17 0 0 - - + +
A08 7 85 8 0 ++ + ++ =
A09 82 18 0 0 - - - +
Al0 80 20 0 0 - - - ++
All 31 52 10 7 - ++ = =
Al2 0 12 77 11 + + + =
Al3 0 16 74 10 + = ++ =
Al4 6 89 5 0 ++ + + =
Al5 33 50 10 7 - + = =
Al6 81 19 0 0 - - + ++
Al7 20 80 0 0 +++ + ++ +++
Al8 17 83 0 0 ++ + +++ ++
Al19 31 53 10 6 - ++ = =
A20 0 12 79 9 + = + =
A2l 28 54 13 5 = + = =
A22 33 52 8 7 - ++ - =
A23 84 16 0 0 - - - +
A24 16 84 0 0 +++ + +++ ++
A25 0 8 83 9 + = + =
BO1 0 0 9 91 - - +
B0O2 0 0 11 89 - - +
B03 0 0 10 90 - - -
B0O4 0 0 8 92 - -
BO5 0 0 6 94 - - -
B06 0 0 13 87 - - +
BO7 0 0 5 95 - - -
B08 0 0 11 89 - - -
B0O9 0 0 10 90 - - +
B10 0 0 13 87 - - -
B11 0 0 9 91 - - -
B12 0 0 14 86 - - -
B13 0 0 10 90 - - +
B14 0 0 10 90 - - -
B15 0 0 9 93 - - -
B16 0 0 4 96 - - -
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B17
B18
B19
B20
B21
B22
B23
B24
B25
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d CONSEJO TECNICO DE SALUD

CONSIDERANDO:

N°1861-C.T.

Que mediante apoderado especial, la. DRA. MAURY LISBETH QUIROZ CASAZOLA,
con cédula de identidad personal N° 4-751-739, ha elevado solicitud ante este Consejo en
el sentido de que se le declare idonca y sc le de la autorizacién respectiva para ejercer
libremente la profesion de MEDICO VETERINARIO, en todo el territorio de la
Republica, para lo cual ha aportado los siguientes documentos:

a.- Original y fotocopia del Titulo de DOCTORA EN MEDICINA VETERINARIA,
expedido por la Universidad de Panaméa el 5 de mayo de 2015.

b.-  Certificado de nacimiento expedido por el Subdirector General del Registro Civil,
para  comprobar su nacionalidad panameiia.

Constancia del rcconocimiento del Conscjo Nacional de Medicina Veterinaria expedida el
16 de julio de 2015, considerando que se han llenado todas las formalidades legales,
acordé recomendar favorablemente al Consejo Téenico de Salud, la solicitud de la DRA.

MAURY LISBETH QUIROZ CASAZOLA, con cédula de identidad personal N° 4-751-
739.

Que el Consejo Técnico de Salud en su sesion ordinaria N° 8 de 19 de agosto  de 2015,
aprob6 reconocer la idoneidad para el libre cjercicio de la profesion de MEDICO
VETERINARIO ala DRA. MAURY LISBETH QUIROZ CASAZOLA, con cédula
de identidad personal N° 4-751-739.

RESUELVE:

DECLARAR, a la DRA. MAURY LISBETH QUIROZ CASAZOLA, con cedula de
identidad personal N° 4-751-739, idénca para ¢jercer libremente la profesion de MEDICO
VETERINARIO en todo el territorio de la Republica, a partir de la techa.

Ordenar el registro de su condicion de M EDICO VETERINARIO en ¢l libro de
inscripcion correspondiente que sc lleva en la Secretaria del Conscjo Técnico de Salud.

Dado en la ciudad de Panama, a los diecinueve dias del mes de agosto  del dos mil
quince.

P = ek .o L‘LLU)J‘
~~DR. MIGUEL A. MAYO DI BELLO
Viceministro de Salud y Presidente del
<E J<, Consejo Técnico de Salud
DRA. CIA TULLOCH

Subdirectora General de Salud y Secretaria
del Consejo Técnico de Salud
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Panama, 12 de Junio, 2023.

Dr. Julio Ramos

Director de Comision de Tesis
Facultad de Medicina Veterinaria
Universidad de Panama

Estimado:

Reciba un cordial saludo. Por intermedio de la presente, yo, Maury Lisbeth Quiroz
Casazola con cédula de identidad personal 4-751-739.

Acepto y me comprometo a ser el asesor externo del trabajo de investigacion desarrollado
por la estudiante de Medicina Veterinaria, Angela Sofia De Freitas Cedeiio, con cedula de
identidad personal 8-968-1673 sobre el tema: “Deteccion de estro mediante la técnica de
cristalizacion salival en perras (Canis lupus familiaris) como método de diagnéstico
alternativo a la citologia vaginal” para la obtencion del titulo de Médico Veterinario.

Sin mas que agregar en este texto, quedo atento a cualquier solicitud de su parte.

Atentamente,

Maury Lisj;eth Quiroz Casazola
4-751-73



Martes, 1 de agosto, 2023

American Pets S.A.

Dr. Andres Solorzano

Director médico

Ciudad de Panam4, San Francisco, Calle 73 Este

Estimado doctor,

Yo, Angela Sofia De Freitas Cedefio, con cédula de identidad personal 8-968-1673,
estudiante de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad de Panama, me dirijo a
usted con el propdsito de solicitar la posibilidad de realizar mi tesis de “DETECCION DE
ESTRO MEDIANTE LA TECNICA DE CRISTALIZACION SALIVAL EN PERRAS COMO
METODO DE DIAGNOSTICO ALTERNATIVO A LA CITOLOGIA VAGINAL” para optar por el
titulo de Doctora en Medicina Veterinaria, en la prestigiosa empresa, American Pets.

Mi investigacion se centrara en la importancia de la deteccién del periodo fértil de las perras en
los programas de cria y manejo reproductivo en perras, maximizando el éxito reproductivo y
evitar falsos positivos de prefiez. Siendo, la deteccién temprana una herramienta primordial al
momento de realizar una monta o una inseminacién artificial exitosa, aumentando las
posibilidades de una concepcion.

Al colaborar estos Gltimos afios con la empresa me ha impresionado el compromiso que tienen
con el bienestar animal y la excelencia en el cuidado de las mascotas.

Considero que su empresa es el lugar ideal para llevar a cabo mi tesis, ya que me brindaria la
oportunidad de obtener una vision mas amplia y profesional del campo veterinario.

Me gustaria conocer si existe la posibilidad de realizar mi investigacién en su empresa durante
los meses de julio a noviembre del 2023 para desarrollar mi investigacion y recopilar datos
relevantes para mi tesis. Todo bajo la supervision de la Doctora Maury Lisbeth Quiroz
Casazola con cédula de identidad personal 4-751-739.

Agradezco de antemano su consideracién y estaré encantado de proporcionar cualquier
informacion adicional que requieran. Quedo a su disposicidn para concertar una entrevista y
discutir en detalle como mi tesis podria beneficiar a ambas partes.

Quedando a la espera de una respuesta favorable, les envio un cordial saludo.

Atentamente,
7

[,

Angela De Freitas — Estudiante tesista
+507 6064-9953
asdfc164@gmail.com
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Viernes, 4 de agosto del 2023

Angela De Freitas
Estudiante de Medicina Veterinaria
Colaboradora de American Pets S.A.

Estimada Angela,

Reciba un cordial saludo. Hemos recibido su carta de solicitud para realizar su tesis en nuestra
empresa, American Pets, y nos complace informarle que aceptamos su propuesta.

Estamos convencidos de que su investigacion serd de gran valor para nuestra clinica y
contribuird positivamente al campo veterinario. Su compromiso y entusiasmo por el bienestar
animal son aspectos que valoramos en un estudiante de su calibre.

Queremos ofrecerle la oportunidad de realizar su tesis en nuestras instalaciones y la asesoria
necesaria para llevar a cabo su investigacion de manera efectiva.

Dentro de poco, nos pondremos en contacto con usted para coordinar los detalles sobre el
inicio de su pasantia/practica y el plan de trabajo que desarollara durante su estadia en

nuestra empresa.

Nuevamente, agradecemos su interés en colaborar con nosotros y esperamos que esta
experiencia sea enriquecedora tanto para usted como para nuestra clinica.

Si tiene alguna pregunta o inquietud, no dude en comunicarse con nosotros.
Atentamente, ﬁ

Dr. Andres Solérzano

Director médico

American Pets S.A.
+507 6258-7612



