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RESUMEN

Los cambios del epitelio vaginal documenta los ciclos reproductivos, el estado funcional 
del eje hipotálamo-hipófisis-ovario asociados con cambios en la conducta. Sin embargo, 
es necesario conocer más sobre la relación citológica vaginal. En este trabajo se estudia-
ron las diferencias del epitelio vaginal de ratones hembra intactas y ovariectomizadas. Se 
analizó la citología vaginal de ratones hembra jóvenes, maduras y ancianas, y se comparó 
con un grupo ovariectomizado. Los resultados muestran que los ratones hembra intactas 
jóvenes presentaron las cuatro etapas del ciclo estral: estro, metaestro, diestro y proestro. 
En contraste, las hembras maduras y ancianas presentaron la fase de diestro persistente. 
Los ratones ovariectomizados presentaron una citología similar a la de los ratones intac-
tos maduros y ancianos. En conclusión, la citología vaginal evalúa la integridad del eje 
reproductivo y refleja la acción y/o modificación de los niveles de las hormonas sexuales 
circulantes (los cuales pueden afectar la conducta del organismo). 

aBSTRaCT

The vaginal epithelial changes document reproductive cycles and provide an index of the 
functional status of the hypothalamic-pituitary-ovarian axis. However, it is necessary to un-
derstand the vaginal cytology relationship. In our work we study the vaginal epithelium of 
intact and ovariectomized female mice. We analyzed young, middle aged and aged vaginal 
cytology and compared them with an ovariectomized group. The results show that female 
young intact mice manifest a four days estrous cycle phases: estrous, metaestrous, diestrous 
and proestrous. In contrast, female middle aged and aged mice showed the persistence of 
diestrous phase. Ovariectomized mice showed a similar cytology than the middle aged and 
aged intact ones. In conclusion, the vaginal cytology evaluates the reproductive axis integrity 
and reflects the circulating sexual hormones levels action and/or modification, which could 
produce transient changes in behavior.
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INTRODUCCIÓN

La evaluación de los cambios en la estructura de las células epiteliales de la vagina ha sido utilizada como un 
método no invasivo para detectar los ciclos reproductivos en mamíferos. Además, la citología vaginal propor-
ciona un índice del estado funcional del eje hipotálamo-hipófisis-ovario (Scandroglio y Spitali, 1968; Caligio-
ni, 2009). La ciclicidad ovárica tiene un profundo efecto sobre la mayoría de los sistemas del organismo, y el 
sistema nervioso no es la excepción. Estos cambios producen efectos temporales en la conducta, por ejemplo, 
la conducta reproductiva, el consumo de alimentos y fluidos; del mismo modo, la actividad locomotora y la 
cognición varían marcadamente con el estado del ciclo estral. 

Después del descubrimiento de Stockard y Papanicolau sobre los 
cambios periódicos en la morfología de las células epiteliales vaginales 
(Stockard y Papanicolau, 1917), se publicó la descripción citológica del 
ciclo estral de la rata (Long y Evans, 1922). Posteriormente, se evaluó 
la respuesta vaginal frente a hormonas estrogénicas en ratones ovariec-
tomizadas (Allen y Doisy, 1923). Además de ello, respecto a la citología 
vaginal se reportó la irregularidad en el ciclo estral en ratones de 10 a 12 
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meses de edad, caracterizada ésta por extensos pe-
ríodos leucocitarios (Nelson, Felicio y Finch, 1986). 
Así, la evaluación de tales cambios en la morfología 
del epitelio vaginal, en animales de laboratorio que 
ovulan espontáneamente se utiliza para determinar 
la ciclicidad reproductiva (Goldman et al., 2007). 

La progresión del ciclo estral involucra la recu-
rrencia de tipos celulares distintivos generalmente en 
combinación. El fenotipo celular se correlaciona con 
el estado de la mucosa vaginal, el útero y los ovarios; 
de la misma manera, se asocia con alteraciones en los 
esteroides sexuales y las gonadotropinas (Goldman et 
al., 2007). Por otro lado, un ciclo estral de 4 días pre-
senta cuatro fases: proestro, estro, metaestro y dies-
tro. Cada una de estas fases tiene una duración y ca-
racterísticas citológicas que hacen evidente el estadio 
de referencia (Goldman et al., 2007).

La estropausia es el proceso de la senescencia re-
productiva en los roedores definido como un estado 
acíclico anestro (Conn, 2006). Dicho proceso inicia a 
los nueve-doce meses de edad, y luego las hembras 
entran en un período de estro o diestro persistente. 
Los niveles de estrógenos no necesariamente van a 
diferenciar el estado de estropausia, por lo que la ci-
tología vaginal es utilizada para conocer el estado de 
la senescencia del ratón con una confiabilidad muy 
alta (Felicio et al., 1984). En la ovariectomía, desta-
can los cambios morfológicos en el epitelio vaginal: 
atrofia del revestimiento vaginal (caracterizado por 
adelgazamiento del epitelio), cornificación, mucosi-
dad e invasión con leucocitos (Fekete et al., 1941; 
Ng et al., 2010). 

El ciclo estral del roedor es un modelo ideal para 
la investigación cognitiva y reproductiva; la mayoría 
de los datos citológicos han sido obtenidos de ratas. 
Sin embargo, no es posible generalizar los cambios 
en el ciclo estral de una especie a otra, por lo que 
es necesario estudiarlo particularmente en ratones 
para llevar a cabo ciertas investigaciones en las que 
el ciclo estral influye en la conducta (Caliglioni, 2009; 
Greising et al., 2011). 

El presente trabajo analizó en el ratón hembra ín-
tegro y ovariectomizado el ciclo estral, identificando en 
el epitelio vaginal los fenotipos celulares en diversas 
etapas de su vida. Los resultados muestran las dife-
rencias en las citologías vaginales de los ratones hem-
bra en relación a la edad y la castración, indicando así 
la atrofia del epitelio vaginal (debido a la adaptación 
de los niveles circulantes de hormonas sexuales por la 
senescencia o la ovariectomía). 

METODOLOGÍa

Sujetos. Ratones hembra vírgenes de la cepa C57BL/6 
de diferentes edades: jóvenes (3 m, n=8, 4 m, n=8, 5 
m, n=8, 8 m, n=4 y 9 m, n=4), de mediana edad (15 
m, n=6, 16 m, n=4, y  17 m, n=4), de edad avanza-
da (21 m, n=2, 22 m, n=4  y 24 m, n=4) y ovariecto-
mizadas (6 m, n=5). Los animales fueron obtenidos del 
bioterio de la División de Ciencias Naturales y Exactas 
de la Universidad de Guanajuato, y fueron mantenidas 
en condiciones de confinamiento estándares y a 21 °C, 
con períodos de luz-obscuridad de 12 h (las luces se 
encienden a las 6 a. m.). Las hembras fueron alimen-
tadas con NutricubosMR y agua ad libitum. 

Obtención de la muestra vaginal. La toma de 
muestra se realizó cada 24 h por cuatro días conse-
cutivos (Goldman, 2007), a las 8:00 a. m., con jeringa 
de punta roma en solución salina estéril. Se coloca-
ron sobre portaobjetos y fueron fijadas (Cyto-SprayMR). 
Posteriormente, fueron procesadas por Papanicolau 
(Stockard y Papanucolau, 1917) y observadas al mi-
croscopio de luz (Leica DMLS). Se registraron las foto-
grafías con una cámara digital Coolpix 4300 (Nikon). 
Las muestras vaginales fueron caracterizadas de 
acuerdo al tipo celular dominante en cada etapa del 
ciclo estral: estro, metaestro, diestro y proestro. 

Ovariectomía. Los animales fueron anestesiados 
con zoletil (130 mg/kg) intramuscular, colocados en 
bandeja de disección y rasurados del abdomen. Se 
realizó una pequeña incisión ventral en la línea media 
y cada ovario fue retirado con su cápsula y parte del 
oviducto. La incisión fue cerrada con tres puntos de 
sutura. Los ratones sobrevivieron bien a la cirugía, y fue-
ron tratados con antibiótico (enrofloxacino, 5 mg/kg) y 
anti-inflamatorio (meloxicam, 0,0025 mg/kg) en el agua 
de beber por 8 días. Al término de su recuperación, 
se tomaron las muestras vaginales de acuerdo con el 
protocolo antes descrito. 

RESULTaDOS

Los resultados muestran de manera representativa 
la citología vaginal obtenida para cada uno de los 
grupos de ratones evaluados. La figura 1 muestra el 
ciclo estral (A-D) de una ratón hembra joven (8 meses 
de edad). Se observa la progresión de las diferentes 
fases: en el primer día (figura 1, panel A), que corres-
ponde al estro, se observan abundantes células epi-
teliales queratinizadas y algunas células nucleadas. 
En el segundo día (figura 1, panel B), que correspon-
de al metaestro, se manifiesta el deterioro del epitelio 
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vaginal con la presencia de leucocitos y algunas célu-
las epiteliales queratinizadas. Finalmente, al tercer y 
cuarto día (figura 1, páneles C-D), que corresponden 
al diestro, se observan abundantes leucocitos y algu-
nas células queratinizadas.

Figura 1. Ciclo estral de un ratón hembra joven (8 m de edad). A) día 1: estro, B) 
día 2: metaestro, C) día 3 y D) día 4: diestro. Figura 3. Citología vaginal de un ratón hembra de edad avanzada (22 meses) de 

15 m de edad. A) día 1, B) día 2, C) día 3 y D) día 4: diestro.

Figura 4. Citología vaginal de un ratón ovariectomizado (6 m). A) día 1, B) día 2, 
C) día 3 y D) día 4: diestro.

Figura 2. Citología vaginal de un ratón hembra de mediana edad (15 m de edad). 
A) día 1, B) día 2,  C) día 3 y D) día 4: diestro.

La citología vaginal de un ratón hembra de media-
na edad (15 meses de edad) (figura 2, A-D) muestra 
una población mayoritaria de leucocitos (ello repre-
senta una marca de aciclicidad o también denomina-
da fase estropáusica).

La figura 3 (paneles A-D) presenta la citología vagi-
nal de un ratón hembra de edad avanzada (22 meses 
de edad), en la cual se observa un patrón similar a la 
citología del de mediana edad. Se aprecia una pobla-
ción en su mayoría de leucocitos, lo cual es una marca 
de aciclicidad o estropausia.

La citología vaginal del ratón ovariectomizado (figu-
ra 4, paneles A-D) muestra una población dominante 
de leucocitos, mucosidad y escasas células epiteliales.
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DISCUSIÓN

El presente trabajo evaluó en el ratón hembra de la 
cepa C57BL/6, íntegro y ovariectomizado, el ciclo es-
tral, identificando en el epitelio vaginal los fenotipos 
celulares en diversas etapas de la vida (lo cual aún 
no se encontraba documentado). Nuestros resultados 
muestran que la citología vaginal de los ratones jóve-
nes de la cepa C57BL/6 es similar a lo que ha sido re-
portado por Nelson y colaboradores (1986), en cuanto 
a las fases de estro, metaestro, diestro y proestro, así 
como a su duración. 

Por otra parte, consistente con la literatura (Conn, 
2006), los ratones del presente estudio manifestaron 
irregularidades en el ciclo a partir de la edad de los 
nueve 9 meses, fase a la cual se le ha llamado es-
tropausia (Chakraborty y Gore, 2004), caracterizada 
por la aciclicidad. Además, en los ratones de la cepa 
C57BL/6 de nuestro estudio, se observaron cambios 
histológicos compatibles con la estropausia desde los 
nueve y hasta los venticuatro meses de edad.

En el epitelio vaginal de ratones DBA ovariecto-
mizados al nacimiento se encontró adelgazamiento y 
atrofia, cornificación, mucosidad e invasión leucocita-
ria a los 6-7 meses posteriores a la castración (Fekete 
et al., 1941). En contraste, nuestros animales de la 
cepa C57BL/6 fueron ovariectomizados después de 
alcanzar la madurez sexual (6 meses), sin embargo, 
mostraron características similares a las descritas por 
Fekete, esto es, invasión leucocitaria, mucosidad y 
escasas células epiteliales, compatibles con el estado 
atrófico del epitelio vaginal. Los datos descritos indi-
can que los ratones C57BL/6 son un excelente mo-
delo experimental, además presentaron una efectiva 
respuesta a los estrógenos y mostraron habilidades de 
memoria y aprendizaje contextual y espacial (Frick y 
Gresak, 2003).

En general, nuestros resultados indican que la 
citología vaginal es un modelo útil para la investiga-
ción reproductiva y cognitiva. Por ello, el estudio de 
los efectos del ciclo estral representa una oportunidad 
para evaluar la plasticidad neuronal y sus consecuen-
cias fisiológicas y conductuales. Finalmente, los da-
tos obtenidos de la presente investigación permitirán 
contar con el antecedente del estado hormonal de los 
animales de estudio para la posterior evaluación del 
aprendizaje y la memoria en estos grupos, así como 
con datos acerca del modo en que influye éste en la 
ejecución de tareas espaciales. 
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