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Resumen

La presente investigacion tuvo como objetivo, evaluar las caracteristicas ovaricas y
hormonales de la cobaya post-sincronizacion de celo con progesterona oral. El estudio se
realizé en el laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad de Cuenca. Se emplearon 43 cobayas entre 4 y 5 meses de edad, con un peso
promedio de 886,2 + 12,80 gramos, fueron sincronizadas durante 15 dias con progesterona
(P4) oral (Altrenogest) para la posterior valoracién de la membrana vaginal, citologia, toma
de muestras sanguineas, evaluacion de la morfologia ovarica, recuento de foliculos antrales
y cuerpo lateo, asi como la clasificacién de COC’s obtenidos en cinco momentos del ciclo
estral (dia 15, 1, 4, 8 y 11). Los resultados demostraron que la administracion oral de P4 en
dosis de 0,22 mg/kg de peso vivo durante 15 dias permitié que el 94,1% de cobayas
presentaran apertura de membrana vaginal (AMV). Se determin6 una media de 30,1 foliculos
antrales de diferentes tamafos disponibles para aspiracion, es decir 15,1 foliculos/ovario.
Recolectdndose 1249 COC'’s aptos mediante la técnica de aspiracién folicular, de los cuales
61,5% provinieron de foliculos entre (0,5-1 mm), 60% (menores a 0,5 mm) y 71,4% (mayores
a 1 mm). En conclusién, se ratifica que la dinamica folicular en la cobaya es bifasica, ademas,
el cuerpo lateo tiene fase de crecimiento, estatica y regresion y que el foliculo preovulatorio
llega a medir entre 0,5 a 1 mm y que esta clase de foliculos son los que proporcionan COC’s
de mayor calidad.

Palabras clave: ciclo estral, cuerpo lateo, progesterona, cobaya, foliculos
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Abstract

The objective of this research was to evaluate the ovarian and hormonal characteristics of the
guinea pig after heat synchronization with oral progesterone. The study was carried out in the
Biotechnology laboratory of the Faculty of Agricultural Sciences of the University of Cuenca.
Forty-three guinea pigs between 4 and 5 months of age were used, with an average weight of
886,2 + 12,80 grams, they were synchronized for 15 days with oral progesterone (P4)
(Altrenogest) for the subsequent assessment of the vaginal membrane, cytology, blood
sampling, evaluation of ovarian morphology, antral follicle count and corpus luteum, as well
as the classification of COC's obtained at five moments of the estrous cycle day (15, 1, 4, 8
and 11). The results showed that the oral administration of P4 at a dose of 0.22 mg/kg of body
weight for 15 days allowed 94.1% of guinea pigs to present vaginal membrane opening (AMV).
A mean of 30.1 antral follicles of different sizes available for aspiration was determined, that
is, 15.1 follicles/ovary. Collecting 1,249 suitable COC's through the follicular aspiration
technique, of which 61.5% come from follicles between (0.5-1 mm), 60% (less than 0.5 mm)
and 71.4% (greater than 1 mm). In conclusion, it is confirmed that the follicular dynamics in
the guinea pig is biphasic, in addition, the corpus luteum has a growth, static and regression
phase and that the preovulatory follicle measures between 0.5-1 mm and that this class of
follicles are the ones that provide COC's of the highest quality.
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Introduccion
El Cobayo (Cavia porcellus) es un mamifero originario de la zona Andina, representa un
producto de la gastronomia ecuatoriana que destaca por su carne de gran valor nutritivo,
ademds es un animal con alta prolificidad y precocidad; y que producto de la comercializacion,
es una fuente importante de ingresos para las familias ecuatorianas (Santos, 2007).

El empleo de cobayos como animales de experimentacién ha ido en paralelo al desarrollo de
la biomedicina, siendo este un excelente modelo de estudio para la reproduccién en la
especie humana (Grégoire et al., 2012), la principal ventaja de esta especie radica en que
posee un ciclo estral completo a diferencia de la rata y el ratén (Suzuki et al., 2003). Sin
embargo, el uso del cobayo tanto para fines comerciales y/o experimentales tienen una gran
limitante, que es el pequefio tamafio de la camada ya que solo se pueden obtener pocos
embriones en fase de pre-implantacion de una hembra (Dorsch et al., 2008).

Con el fin de aprovechar al maximo el potencial genético del cobayo se han implementado
biotécnicas reproductivas como la multiovulacion (MO) (Grégoire, et al., 2012) y la produccion
de embriones in vitro (PIVE) (Solis & Chavez, 2015). Sin embargo, para producir embriones
de cobaya (mérulas y/o blastocistos tempranos) e implementar la técnica de transferencia de
embriones (hembras receptoras sincronizadas), es necesario conocer la fisiologia ovarica de
esta especie, tal como las fases del ciclo estral (Touma et al., 2001), concentraciones
hormonales (Hutz & Bejvan, 1990), numero y tamafio de los foliculos antrales, asi como el

momento de la ovulacién (Wilson et al., 2021).

La valoracién de la membrana vaginal es clave para la deteccion del celo, ya que esta
estructura es parte externa de los genitales de la hembra y esta ausente por 3 a 7 dias
coincidiendo con la etapa de celo; luego de 1 a 1,5 dias de la apertura de dicha membrana
ocurrira la ovulacion (Aranibar & Echevarria, 2014). El desarrollo folicular comienza un dia
después de la ovulacion y consiste en dos ondas; la primera culmina en los dias 10a 11y la
segunda termina con la ovulacién (Bland, 1980). Las fases del ciclo estral pueden ser
diferenciadas facilmente mediante citologia vaginal con el fin de evaluar la variabilidad celular

y su relacion con la etapa del ciclo estral en la cual se encuentran (Noonan, 1994).

Segun Kuhnel & Mendoza, (1992) en la cobaya, el proestro se caracteriza por la presencia
de abundante mucus y células intermedias grandes y pequefias; en el estro se observa gran
cantidad de células superficiales, de forma poliédrica y de nucleo picnético; ademas, se

pueden encontrar células superficiales anucleares; en el metaestro se observa escasa
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cantidad de leucocitos, células intermedias con reducida cantidad de células superficiales; y

en el diestro existe mayor cantidad de leucocitos pero escasa cantidad de células intermedias.

Segun Barahona & Quishpe, (2012), los ovarios en las cobayas se diferencian por su forma
ovoide, y por ser 6rganos intraabdominales, recubiertos por una membrana serosa o llamada
también bolsa ovarica, aproximadamente miden de 0,3 a 0,6 cm de largo y de 0,2 a 0,4 cm
de ancho y estan ubicados en la parte craneal de los cuernos uterinos. Los niveles de
progesterona secretada por el ovario varian considerablemente segun el dia del ciclo estral,
siendo elevados en la fase latea debido a la presencia de un cuerpo luteo (CL) funcional (Shi
et al., 2000).

El uso de un progestdgeno durante un periodo relativamente largo permite predecir el
momento del estro con un grado razonable de precisién, reduciendo el tiempo requerido para
su deteccion (Fernandez, 2003).

Para profundizar en el conocimiento de la fisiologia ovarica de la cobaya, se indujo el celo en
35 de 44 hembras, empleando 0,22 mg/Kg progesterona oral (Altrenogest) durante 15 dias,
provocando ovulacién entre 4 a 5 dias post retiro de la fuente de progesterona (Grégoire et
al., 2012). La sincronizacion del celo permite valorar la dinamica folicular de las cobayas en
diferentes estadios del ciclo estral, determinar el tamafio y las caracteristicas del cuerpo lateo
y de los ovarios, asi como también de las concentraciones de progesterona sanguinea.
Ademas, se podra determinar las caracteristicas de los COC’s en las diferentes fases del

ciclo estral en dicha especie.
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1. Objetivos
2.1 Objetivo General

Evaluar las caracteristicas ovaricas y hormonales de la cobaya post sincronizacién del celo

con progesterona oral

2.2 Objetivos Especificos

¢ Determinar la concentracién de progesterona en sangre en 5 momentos diferentes del
ciclo estral en cobayas.

e Caracterizar la morfologia del ovario, foliculos y cuerpos lateos en cobayas
sincronizadas con progesterona oral.

e Describir las caracteristicas morfologicas de los COC’s de cobayas recuperados por

aspiracion folicular en diferentes etapas del ciclo estral.
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3. Revision de Literatura

3.1 Importancia del cobayo en el Ecuador

El cuy (Cavia porcellus) es un mamifero roedor originario de la zona andina de Bolivia,
Colombia, Ecuador y Perd. En nuestro pais forma parte de la cultura familiar campesina de
la region Sierra, sin lugar a duda el cuy tiene gran popularidad ya que se encuentra arraigado
en las familias de las comunidades rurales de la serrania, esto se manifiesta especialmente
en las grandes cantidades de carne de cuy que se consume como plato principal en época

de fiestas pueblerinas (Reyes et al., 2021).

3.2 Nutricion

El cobayo constituye un producto alimenticio de alto valor nutritivo que favorece a la seguridad
alimentaria mayormente de la poblacion rural. El cobayo es un animal que no exige cuidados
complicados; su carne es una de las mas ricas y nutritivas presentando una buena alternativa

para elevar los estandares de vida en las comunidades (Vivas, 2009).

La carne de dicho animal se caracteriza por su alto valor proteico (20,3%), su bajo contenido
en colesterol (65 mg/100g) y grasas (menor al 10%) lo cual le convierte en un alimento
facilmente integrable en la alimentacion de todas las personas incluido nifios, adolescentes,
mujeres, deportistas, personas adultas y de la tercera edad, contribuyendo a una dieta

saludable y equilibrada (Balgobin et al., 2013).

3.3 Economia

La importancia econémica del cuy radica en que, desde su crianza, produccion, y
comercializacién es generadora de fuentes de trabajo para campesinos, emprendimientos de
curanderos, vendedores de insumos, restaurantes y para la exportacion. Por esto Cavia
porcellus esta considerado por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion
y la Agricultura (FAO) como fuente de seguridad alimentaria de la poblacién mundial de bajos

recursos econémicos (Campoverde et al., 2018).

3.4 Experimentacion
Como animal experimental en los bioterios, es decir la unidad donde se alojan los animales

gue son utilizados con fines experimentales, de ensefianza o pruebas de control, se les
aprecia por su temperamento tranquilo, pero se logra un manejo intensivo al que son

expuestos los mismos (Taylor & Lee, 2012).

La produccién de carne de cobayo se ha convertido en el principal rubro empresarial capaz

de permitir utilidades superiores a las generadas por otras actividades pecuarias, debido a la
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creciente demanda de su carne lo cual incentivd a los investigadores a realizar importantes
avances en el mejoramiento genético permitiendo destacar en los mercados regionales y el

nacional (Santos, 2007).

3.5 Caracteristicas generales del cobayo

3.5.1 Aparato reproductor de la hembra

Los érganos del aparato reproductor de la hembra incluyen: ovarios, oviductos, Utero, vagina
y genitales externos. Los genitales internos estan sostenidos por el ligamento ancho, este
consta de mesoovario que sostiene al ovario el mesosalpinx al oviducto y el mesometrio al
Gtero. Los ovarios y el Gtero desembocan en la vagina y esta presenta un pliegue en forma
de “Y” (Hargaden & Singer, 2012).

Ovario

Son una combinacién de la glandula exocrina y endocrina, es decir origina tanto ovocitos
como hormonas ovaricas, principalmente estr6genos y progesterona. Los ovarios varian de
tamafo y aproximadamente miden entre 1,5 a 2 cm, sin embargo, pueden presentar variacion
en cualquiera de los dos ovarios. Su estructura normal depende de la edad, y la fase del ciclo

sexual (Touma et al., 2001).
Oviducto

Se encuentra lateral a la bolsa ovarica y su principal funcién es el transporte de gametos,
capacitacion espermatica segmentacion embrionaria y transporte sincronizado del embrion

hacia el utero para su posterior anidacion (Laik et al., 2017).

El oviducto de la cobaya mide 57 mm de largo por 1,5 mm de diametro; se encuentra dividido
en tres partes: infundibulo, ampolla e itsmo indispensables para el transporte del 6vulo a los

cuernos uterinos (Aliaga et al., 2009).
Utero

Es un érgano bicorne en forma de V, cuerpo corto y aplanado miden un promedio de 30 a 50
mm de largo x 3 mm de ancho. Su principal funcion es recibir al embridén para su implantacion
y nutricion (Bertram et al., 2018). El lado dorsal del Gtero esta conectado con el recto y el lado

ventral se encuentra contiguo a los intestinos (Cafion et al., 2015).
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Cuernos y cuerpo uterino

El cuerpo uterino es corto y aplanado dorso ventralmente mide 13 mm de largo y 7 mm de
ancho. El cuello es una porcién del Utero que tiene una consistencia dura ya que esta formada

por una estructura muscular gruesa (Pilny, 2014).
Vagina

Tubo de musculo fibroelastico con una longitud de 3 mm y se ubica en la cavidad pelviana
dorsalmente al recto y ventralmente con la vejiga (Reyes et al., 2021). Se encuentra recubierta
con epitelio secretorio y cilindrico estratificado, con abundantes glandulas secretoras de
mucina, sentandose sobre una capa de tejido de coladgeno ricamente vascularizado
(Hargaden & Singer, 2012). Una caracteristica que la distingue de otros roedores es que
posee una membrana epitelial que cubre el orificio vaginal a excepcion del estro y el parto
(Grégoire, et al., 2012).

Vulva

Presenta una abertura externa en forma de Y invertida, esta compuesta por una escotadura
gue conforman el meato urinario con aspecto similar al esfinter anal (Cedano, 2016). En la

porcién dorsal de esta estructura se encuentra el clitoris (Solis & Chavez, 2015).

3.5.2 Parametros reproductivos

En condiciones de salud y condicién corporal adecuadas las hembras pueden ser muy
prolificas debido a la presencia del celo post parto, esta caracteristica reproductiva se usa
para asegurar la produccibn maxima de gazapos al afio. Dentro de los parametros

reproductivos mas importantes segun Pignon & Mayer (2020) son:

e Fertilidad: 95%

e Tamafo de camada al primer parto: 2,22 crias
e Peso al nacimiento: 176 gramos (Q)

e Peso al destete: 200 - 300 gramos (g)

e Madurez sexual: 55 - 70 dias

e Empadre: 542 gramos (Q)

3.5.3 Reproduccidn
En las explotaciones pecuarias es importante el manejo de las diferentes etapas
reproductivas con la finalidad de obtener éxito en la crianza, siempre manteniendo mayor

cuidado en las fases de empadre, gestacion, parto, lactancia, destete y seleccion de la cria
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(Balgobin et al., 2013). Los cuyes son animales de reproduccion rapida y prolifica pudiendo
reproducirse durante todo el afio. El cuy hembra se caracteriza principalmente por ser
poliéstrica y multipara, su reproduccién esta influenciada por diversos factores principalmente
por el estrés causado por agitacion, transporte, peleas y cambios en la nutricién (Grégoire,
et al., 2012).

3.5.4 Madurez sexual

Es la etapa en la cual las cobayas producen gametos fértiles y representa el inicio de su
comportamiento reproductivo, es el estado de transicion entre la inmadurez y la madurez
sexual en donde resalta su conducta de territorialidad, apareamiento y cuidado de las crias,
entre otras; para que todo ello ocurra es necesario que el animal alcance la talla y peso
adecuados, teniendo la raza un efecto significativo sobre la aparicion del primer estro, asi
como el ambiente y el estado nutricional (Echeverria, 2005).

En las cobayas la madurez sexual se presenta entre 55 a 70 dias de edad, esto dependiendo
de la linea y alimentacién que se les proporcione. Frecuentemente las crias de cobayas son
destetadas entre los 15 a 18 dias con un promedio de 200 a 300 gramos, esto garantiza que

el animal ha completado la fase de crecimiento (Solis & Chavez, 2015).

3.5.5 Fisiologia ovarica

Ovogénesis

La ovogénesis representa el desarrollo y diferenciacion del gameto femenino u 6vulo
mediante una division meiética y se lleva a cabo en los ovarios. Este proceso se produce a
partir de una célula diploide y se forman como producto una célula haploide funcional (el
ovulo) y dos células haploides no funcionales es decir los cuerpos polares (Astapova et al.,
2019).

Foliculogénesis

Es un proceso selectivo donde un solo foliculo asume dominancia y el destino del resto de
foliculos es la atresia mediada por apoptosis, en esta etapa se forma el antro folicular, de una
manera muy independiente de la hormona foliculo estimulante (FSH), Pilny (2014) sefala que
el foliculo antral requiere de gonadotropinas mientras que la fase inicial de la foliculogénesis
esta mediado por factores externos. El proceso de desarrollo y diferenciacion de un foliculo
toma aproximadamente 8 semanas en roedores desde una estructura primordial hasta el

foliculo preovulatorio (Sadeu et al., 2007).
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3.5.6 Dindmica folicular

En el crecimiento folicular interviene la proliferacion y diferenciacién de células de la teca y
de la granulosa, lo que resulta en un aumento de la capacidad de los foliculos para producir
estradiol y para reaccionar a las gonadotropinas. En cada oleada folicular es reclutado un
grupo de foliculos primordiales que posteriormente crecen. La seleccion del foliculo
dominante ocurre al final de la fase comun de crecimiento. El crecimiento del foliculo

dominante continGia hasta una tasa constante y el resto sufren atresia (Grégoire, et al., 2012).

Una vez que las cobayas han pasado la pubertad obtienen una capacidad de producir
gametas fértiles, es decir inician su vida reproductiva siempre y cuando cumplan las
condiciones de tamafio y peso. Una vez que la adenohipdfisis comienza su proceso es capaz
de liberar hormonas gonadotropinas que generan la liberacion de esteroides gonadales
alcanzando la estimulacién o la inhibicion de algunas respuestas que intervienen en el control

ciclico (Pignon & Mayer, 2020).

Este proceso comprende dos fases: la primera latea en la cual hay ausencia de
manifestaciones tipicas del comportamiento estral, presencia de cuerpo luteo (CL) y altos
niveles de progesterona plasmatica, mientras que la fase folicular inicia con el proestro lo que
resulta en un incremento de estrégeno en el foliculo preovulatorio como resultado induciendo

a la hembra al estro y posterior a la ovulacion (Aldas, 2012).

En estas dos etapas se produce dos ondas de crecimiento folicular esto relacionado al
desarrollo simultdneo de varios foliculos antrales que atraviesan estados de reclutamiento,
seleccién y dominancia folicular. La primera onda culmina en los dias 10 y 11 mientras que

la segunda termina en la ovulacién (Aranibar & Echevarria, 2014).

3.5.7 El ciclo estral

Segun Grégoire et al, (2018), las cobayas son una especie poliestrica con variaciones en su
fecundidad, presentando una ovulacién espontanea. Generalmente el ciclo estral es de 16 +
3 dias pudiendo existir una variacion de 13 a 19 dias, obteniendo como promedio de ovulacion
de 3,14 foliculos por ciclo. La duracién del ciclo estral se presenta en cuatro fases bien

definidas.
Proestro

En esta etapa presentan cambios externos como aumento considerable del tamafio y flujo
sanguineo de los genitales externos, como también secreciones serosas, con una duracion
de alrededor de 14 horas (Lilley et al., 1997).
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Estro

Definido como el periodo de receptividad sexual de la hembra, esto se debe a cambios
bruscos hormonales. Ocurre alrededor de 8 a 11 horas, presentdndose de manera nocturna.
La cobaya empieza a manifestar inquietud, arqueamiento del lomo, elevacion de la pelvis,
mucosidad vaginal y acepta la monta. Esto generalmente sucede a las 2 a 3 horas postparto
(Shomer et al., 2015). Esta conducta se considera como el verdadero "calor”. La ovulaciéon
es de forma espontdnea y ocurre 10 horas después de haber iniciado el celo, con una
duracion de 15 horas (Bean, 2013).

Metaestro

Etapa de rechazo total de la hembra al macho con un periodo de duracion de 18 a 24 horas
(Hargaden & Singer, 2012).

Diestro

Periodo en el que CL aumenta de tamafio lo que permite la gestacion y desarrollo del embrién

con una duracion aproximada de 13 a 16 dias (Balgobin et al., 2013).

3.5.8 Cambios hormonales

Shi et al. (2000), documentaron las concentraciones hormonales en el ciclo estral del cobayo,
encontrando que la concentracion de FSH alcanza los niveles mas bajos y estradiol los
niveles mas altos en el dia de la ovulacion (dia 0). Posterior a la ovulacién los niveles de FSH
se incrementan y los de estradiol disminuyen. La concentracion de progesterona es baja en
los dias 16 y 0 y alta entre los dias 4 y 12, de igual manera la hormona luteinizante (LH) esta
elevada en el dia 0 disminuyendo posterior a la ovulacién y aumentando en el dia 12
(Astapova et al., 2019).

3.5.9 Morfologia reproductiva

e Foliculos

El crecimiento folicular comprende cuatro tipos:

Primordial: Contiene una Unica capa de células epiteliales escamosas simples que

permanecen latentes hasta el momento de ser reclutados.

Primario: Recubre una sola capa de células granulosas cuboides mientras los foliculos
permanecen estaticos durante la Profase | hasta ser estimulados por las gonadotropinas para

continuar su desarrollo (Wilson et al., 2021).

Karen Paulina Iglesias Barahona — Pamela Michelle Guaman Garzén



UCUENCA 2

Secundario: Los ovocitos ya se hallan recubiertos por diversas células de la granulosa
estratificadas en una membrana basal con células teca al exterior y el progreso terciario en
el cual rodea al ovocito la zona pellcida y las células de la granulosa dentro del antro
procediendo al desarrollo final de las células de la teca, volviéndolas funcionales en la
conversion de andrégenos a estrogenos. A esta etapa también se conoce con el nombre de

foliculo de Graff pr6ximo a ovular (Bean, 2013).
e Cuerpo luteo

El Cuerpo luteo se caracteriza por la presencia de células luteas grandes (procedentes de la
luteinizacion de las células de la granulosa) y de células luteas pequefnas (procedentes de la
luteinizacion de las células de la teca interna). Las primeras son grandes poligonales de
citoplasma abundante y palido, con nlcleo grande y vesicular, actividad mitética baja y
ocupan la mayor parte del CL. Las luteinicas pequefas, presentan un citoplasma oscuro,
ndcleo pequefio y basofilo presentandose en mayor zonas trabeculares y periféricas del CL
(Herdoiza, 2016).

3.6 La membrana vaginal en la deteccién del celo

3.6.1 Definicioén

La citologia vaginal se usa generalmente para monitorear el ciclo estral de la cobaya, pero
requiere mucho tiempo y de la experiencia con la técnica. El cierre de la membrana vaginal
gue cubre la abertura vaginal durante todo el ciclo estral y que degenera espontaneamente
en celo. La ausencia de una membrana de cierre vaginal en cobayos también puede usarse
para indicar celo, aunque la correlacion no es del 100%. Se ha sugerido que la impedancia
vaginal (en lugar del examen citolégico de frotis vaginales) puede estar mejor correlacionado
con las etapas de estro (Castro, 2016). Esta técnica ayuda a determinar la fase del ciclo
estral en la que se encuentran las cobayas (Wilson et al., 2021) mencionan hallazgos que se

pueden observar en la citologia posterior a su colecta.

Es uno de los métodos complementarios de facil realizacion debido a su economia y a su
diagnostico reproductivo eficaz, como la deteccién de celo y/o determinacion de la fase del
ciclo estral. Los cambios que se producen en la citologia ocurren en el epitelio y la mucosa
vaginal ocasionando concentraciones séricas de estrogenos (E2) que engrosan el epitelio
vaginal tras el aumento de sus capas celulares (Herdoiza & Javier, 2016). Mediante la
citologia vaginal se puede determinar la fase del ciclo estral en la cual se encuentran los

animales.
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3.7 Variacién celular segun la etapa del ciclo estral

3.7.1 Proestro: presencia de abundante mucus y células intermedias grandes o pequefas.

3.7.2 Estro: gran cantidad de células superficiales de forma poliédrica y de nucleo picnético

gue en ocasiones no se observa, también se encuentran células superficiales anucleares.

3.7.3 Metaestro: escasa cantidad de leucocitos, células intermedias y reducida cantidad de

células superficiales.

3.7.4 Diestro: mayor cantidad de leucocitos pero escasa cantidad de células intermedias en

proporcion a los leucocitos (Kihnel & Mendoza, 1992).

3.8 Protocolos de sincronizacién del celo

La sincronizacion de celo es una técnica empleada para la modificacién de los ciclos en un
grupo de hembras, con el fin de que presenten un celo fértil en dias programados, para asi
facilitar la inseminacion artificial (L6pez, 2013). Ademas permite que un grupo de hembras
manifiesten celo aproximadamente al mismo tiempo, eligiendo el método adecuado segun
las condiciones de vida del animal (Ofate, 2012); permite predecir el momento del estro con

seguridad razonable, reduciendo asi el tiempo requerido para su deteccion.

3.8.1 Ventajas

¢ Reducir el tiempo necesario para la deteccion de celo

e Minimizar la necesidad de mano de obra

e Reducir la tasa de descarte por fallas reproductivas (L6pez, 2013).

e Econdmicamente Util para las personas dedicadas a la crianza de estos animales ya
gue al controlar el estro existira mayor uniformidad en la edad de los recién nacidos,
mejorando los cuidados de estos y favoreciendo la utilizacion de recursos (Donal,
1981).

3.8.2 Desventajas
e EI estrés provocado por la manipulacion diaria inadecuada o por personas

desconocidas pueden estresar al animal de manera significativa (perdida de pelos, de
peso) y puede llegar hasta ser letal.
e Ofra limitante de este método es la dificultad que representa aplicar un tratamiento

diario a hora fija durante varios dias (Grégoire et al., 2010).
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3.8.3 Métodos de Sincronizacién

e Prolongacion de la fase lutea

El alargamiento de la fase litea se puede conseguir al administrar progestdgenos durante un
periodo relativamente largo, con el fin de que el cuerpo lateo tenga una regresion natural
durante la administracion de la hormona, ejerciendo retroalimentacion negativa en la

secrecion de LH después de la regresion del cuerpo luteo (Fernandez, 2003).

Cuando se suspende el progestageno empieza el crecimiento folicular, estro y ovulacién a
los 2 a 8 dias, variando este intervalo segun la especie y el protocolo empleado. El periodo
de administracion de progestagenos es de 14 a 21 dias segun la especie, existiendo varios
métodos de administracion como: progestagenos activos por via oral, esponjas, implantes

subcuténeos en la oreja y dispositivos intravaginales (Ofiate, 2012).
e Uso de progesterona exdgena (Altrenogest)

La administracion oral de progesterona (P4) ha demostrado su efectividad para controlar el
desarrollo folicular y en la sincronizacién de la actividad ovérica en diversas especies (Flynn
et al., 2000). Segun Grégoire, et al. (2012) la administracion de progesterona (Altrenogest) a
dosis de 0,22 mg/kg via oral durante 15 dias di6 resultados satisfactorios al presentarse el
celo a los 4,43 + 0,13 dias y la ovulacion de 4 a 5 dias posteriores a la Ultima toma de dicha

hormona.
e Acortamiento de la fase lUtea

La prostaglandina (PGF2a) tiene una funcion luteolitica, ya que provoca la involucion del
cuerpo luteo al final del ciclo estral (Cabrera & Jimenez, 2012). Utilizando para ello la via vena
uterina-arteria ovarica, vasos que presentan zonas de estrecha contiguidad (Ferrando &
Urquieta, 1982). La PGF2a se une a sus receptores en la membrana plasmatica de las células
luteas, la formacion del complejo PGF2a y receptor; abren los canales de calcio, permitiendo
su entrada al espacio intracelular, iniciando los procesos de apoptosis en células lateas
(Aréchiga et al., 2021). El efecto luteolitico de dicha hormona puede deberse a un efecto local
relacionado con la disminucién del flujo vascular luteo o por inhibicion directa de la sintesis
de progesterona (Hernandez, 1994). La prostaglandina F2a se obtiene a partir del acido
araquidénico a través de la via metabdlica conocida como ciclooxigenasa (Sumano &
Ocampo, 2006), es producida por el endometrio permitiendo el reinicio de un nuevo ciclo

estral ocasionando la lutedlisis del cuerpo lateo funcional (L6pez, 2013).

El mecanismo por el cual se produce la lutedlisis mediada por la prostaglandina F2a esta

relacionado a una disminucion del flujo vascular liteo o por inhibicién directa de la sintesis de
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progesterona (Hernandez, 1994). La regresion ciclica del cuerpo luteo (lutedlisis) es causada
por la secrecién pulsatil episddica de PGF2alfa uterina, que actta localmente sobre el cuerpo
lGteo por un mecanismo de contracorriente o, en algunas especies, a través de la circulacién
sistémica. La interaccion de la oxitocina neurohipofisaria con los receptores de oxitocina en
el endometrio provoca la secrecion de pulsos luteoliticos de PGF2alfa uterina (McCracken et
al., 1999).

En un estudio realizado por Ofate (2012) en el cual se sincronizé cuyes empleando (PGF2a),
asi como la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), se valor6 las caracteristicas
reproductivas durante 150 dias, obteniéndose una tasa de fertilidad del 75% al emplear
GnRH, con la cual se tuvo un menor tiempo de gestacion, mayor tamafio de la camada, asi

como el peso al nacimiento y destete fueron superiores en relacion a la utilizacién de PGF2a.

3.9 Avances biotecnoldgicos

3.9.1 Caracterizacién morfométrica de los ovocitos

El ovocito maduro en la cobaya tiene un tamafio de 110 a 115 micras, se encuentra rodeado
de una membrana llamada oolema, la cual contiene al citoplasma ovocitario lugar donde se
encuentran las organelas citoplasmaticas y el nucleo. La zona pellicida es la parte
glicoproteica del ovocito que contiene el complejo ovocito-oolema, tiene un grosor de 15 a 20
micras y el conjunto ovocito-zona pelacida mide 150 micras (Behr & Whang, 2004). Felipe &
Masson,(2005) han clasificado a los ovocitos en: pequefios a aquellos que miden menos de
37 micras, ovocitos en crecimiento los que miden entre 38 a 66 micras y ovocitos grandes los

gue superan las 67 micras.

Los ovocitos de roedores silvestres como el coipo (Myocastor coypus) presentan forma
esférica con nucleo redondo, el citoplasma de aspecto traslicido con granulos localizados
excéntricamente hacia el polo vegetativo. Los ovocitos presentaron doble envoltura, células
del cimulo y zona pellcida, esta es una estructura translicida y muy refringente con un
espesor de 15,9 micras, su morfologia no puede ser diferenciada ya que se encuentra
enmascarada con las células de la corona radiada. El corpusculo polar tiene forma ovoide

aplanada, posee un diametro de 20,6 micras (Felipe et al., 2001).

El espesor de la zona pellcida de ratones hembras es de 6,7 a 7 ym, mientras que el espacio
perivitelino va de 4,7 a 6,6 pm y el didametro de los ovocitos de 60 a 63,5 ym
(Mohammadzadeh et al., 2018).

Un estudio realizado por Fernandez et al. (2018), en el cual valoraron la morfometria de utero,

ovarios y ovocitos en cobayas, reportaron que el espesor de la zona pellcida en ovocitos es
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de 12,1 um, presentaron un diametro del citoplasma de 75,6 + 8,2 um y el volumen de
234.003,8 + 76.547,1um? respectivamente.

3.9.2 Clasificacién de los ovocitos

Es una etapa critica para la fertilizacién in vitro, ya que es la seleccién de ovocitos de buena
calidad siendo los principales aspectos a valorar: estado nuclear, homogeneidad del
citoplasma, aspecto de la corona radiada, compactacién de las células del cimulo y el
didmetro ovocitario son los factores claves para una correcta maduracion (Thomas &
Vanderhyden, 2006).

La calidad de las células del camulo y la homogeneidad del citoplasma son cruciales para la
determinacion del potencial de maduracion y fecundacién in vitro; Las células del cimulo
nutren al ovocito en la etapa de crecimiento, participan en la formacién de la zona pellcida y
sintetizan la matriz compuesta por &cido hialurénico y proteinas que facilitan el transporte

ovocitario por el oviducto (Gonzales & Gonzales, 2005).
Clasificacion adaptada de ovocitos bovinos:

Tipo A: ovocitos con apariencia compacta, mas de 4 capas de células del camulo, citoplasma

homogéneo, denso y finamente granulado siendo clasificados como ovocitos aptos.

Tipo B: tiene entre 1 a 3 capas de células del cimulo, citoplasma irregular, denso y granulado

denominados ovocitos aptos.

Tipo C: cumulo expandido, disperso y descolorido, corona radiata desnuda, granulado,
grueso, citoplasma descolorido y deforme, por todo ello se denominan ovocitos no aptos
(Ayala et al., 2019).

El desarrollo ovocitario esta directamente relacionado con la cantidad de células que lo
rodean, es por ello que ovocitos denudados tienen un desarrollo deficiente o se degeneran
después de la fertilizacion, es asi que ovocitos con mas de cuatro capas de células del cimulo
llegan en un 40% al estadio de blastocisto, mientras que al poseer menos de tres capas llegan

el 23% a ser blastocistos segun un estudio realizado por (Khurana & Niemann, 2000).

3.9.3 Recuperacion del complejo camulo-ovocito

3.9.3.1 Técnica de aspiracion folicular

Es un procedimiento que tiene por objeto extraer el liquido folicular del interior de los ovocitos
se absorbe con la ayuda de agujas hipodérmicas, luego ser colocadas en cajas Petri para su

posterior observacion en el microscopio determinando la calidad de la muestra (Shively,
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2008). Permite puncionar foliculos visibles en la superficie ovéarica, aunque en el proceso se

pierden células del cimulo siendo esta una poblacion homogénea (Lorenzo et al., 2015).

3.9.3.2 Técnica de slicing

Este método consiste en colocar cada uno de los ovarios en cajas petri con solucion salina,
se procede a realizar cortes horizontales y verticales en la corteza del ovario con cuchillas o
una hoja de bisturi separadas por 2 mm aproximadamente y colocados dentro de una caja
petri con solucidn fisioldgica (Velarde, 2000).

Permite una mayor recuperacién de células del cimulo ovocitario (COC’s) por ovario teniendo
una poblacion heterogénea, siendo importante realizar la correcta seleccion de los COC’s;
cabe destacar que esta técnica es muy utilizada cuando se requiere puncionar ovarios de

menor tamafio ya que el tamafio folicular dificulta su puncién (Lorenzo et al., 2015).

3.10 Evaluacion de la competencia ovocitaria

Los avances en el conocimiento de la dindmica celular condujo a la hipotesis, de que la
maduracién, entendida como el reinicio del ciclo meiético, la reorganizacién del ooplasma y
la regulacién de la expresiéon génica, juegan un papel fundamental para sustentar el desarrollo
temprano de los embriones, esta capacidad de lograr el desarrollo se denomina competencia
(Tarazona et al., 2010). La competencia ovocitaria consta de dos eventos celulares: la
maduracién nuclear y la maduracién citoplasmatica (Hyttel et al., 1997). Durante el primer
evento el ovocito reinicia la meiosis hasta lograr la etapa de metafase Il y nuevamente se
detiene, solo reiniciara si la fecundacién se lleva a cabo (Hafez, 1987); el segundo evento
tiene relaciéon con la habilidad del ovocito para aportar en la formacion del pronlcleo
masculino posterior a la fecundacion, y por tanto adquiere la capacidad para soportar el

desarrollo embrionario temprano.

3.10.1 Medios de maduracién

La elaboracion de medios de maduracion de ovocitos in vitro ha tomado como base las
soluciones empleadas para la maduracion in vivo con el objetivo de alcanzar el maximo
namero de ovocitos maduros (Espin, 2018). Los factores a considerar para la maduracién de
ovocitos son: la osmolaridad, el pH y las hormonas empleadas, aminoacidos, factores de
crecimiento, suero fetal bovino (BFS), suero de vaca en estro y seroalbumina bovina (BSA)
(Martinez, 2013).

El ambiente al cual se expone el ovocito es crucial para su supervivencia, debiendo este ser
lo mas parecido al ambiente normal como lo es: concentracién de CO, de 5%, humedad
relativa del 95-100%, osmolaridad de 290 mOsm, pH de 7,4, temperatura de 37,5 °C, con
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estas condiciones se ha determinado que entre el 60 al 75% de los ovocitos llegan a metafase
Il seguido de la expulsion del primer corpusculo polar entre 17 a 24 horas de comenzada la

maduracién (Beltran & Cordova, 2012).

3.10.2 Tincién Hoechst (fluorocromo)
El signo principal que indica el reinicio de la meiosis es la ruptura de la membrana nuclear, la
homogeneidad citoplasmatica y la presencia del primer corpusculo polar, lo que indica que se
encuentra en metafase Il. Para que dicho corpusculo pueda ser observado es necesario
emplear un medio de tinciobn con fluorocromo especifico para tefir ADN, empleandose
Hoechst 33342 (Zhinin & Buiay, 2022).

Dicho compuesto tiene la capacidad para incorporarse a las moléculas de ADN, facilitando la
identificacion del estado de maduracién nuclear de los ovocitos posterior a su exposicion al
microscopio de epifluorescencia, el colorante es activado con la luz ultravioleta con una
longitud de onda de 350 nm aproximadamente emitiendo fluorescencia azul/cian de 461 nm
diferenciando ovocitos maduros de los inmaduros, asi como la vesicula germinal (GV), ruptura

de la vesicula germinal (GVBD), metafase | (Ml) y metafase Il (MIl) (Duma, 2019).

3.10.3 Maduracién del ovocito

Los procesos involucrados en la maduracién ovocitaria ocurren desde la etapa fetal de la
hembra hasta el fin de la actividad reproductiva (Senger, 1999). La maduracién del ovocito
constituye varias etapas con el objetivo de adquirir competencia, en la profase | los ovocitos
detienen su ciclo mei6tico, periodo necesario para el crecimiento y reorganizacion
citoplasmatica antes de ser fertilizado (Sagata, 1998). En la etapa final de la maduracion del
ovocito se da el reinicio de la meiosis | seguido del crecimiento y maduracion citoplasmaética,
dicho proceso es efectuado en el llamado complejo folicular (ovocito, células del cumulo,

granulosa, teca y fluido) (Nilsson & Skinner, 2001; Kalinowski et al., 2004).

La tasa de maduracion del ovocito in vitro es baja debido a factores como: especies reactivas
de oxigeno, alteraciones metabdlicas, heterogeneidad ovocitaria debido a la diferencia entre
los métodos de obtencién de COC’s (Zhinin & Buiay, 2022).

3.10.4 Determinacion del estadio nuclear

El nacleo del ovocito se caracteriza por su gran tamafio y su tincion palida y difusa con
colorantes como Hoechst, este estado nuclear es conocido como vesicula germinal (GV)
(Duma, 2019).

Cuando el nucleo del ovocito esta en etapa de vesicula germinal (GV) es un ovocito inmaduro.

La GV se observa comunmente en la periferia del ooplasma, aunque en ocasiones también
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se encuentra en el centro del ovocito, por lo general es un nucléolo rodeado de cromatina

refractante dispuesta como un anillo.

El progreso de la GV se puede clasificar en varios niveles segun el grado de compactacion

de la cromatina:

GVI: La cromatina alrededor del nucléolo aparece compacta y refractante como un anillo o

herradura, hay envoltura nuclear.

GVBD (Germinal Vesicle Break Down) o diaquinesis: la cromatina aparece en forma
compacta de un agregado y la envoltura nuclear ha desaparecido por completo; no hay
nucléolo, es el final de la profase I.

3.10.5 Maduracién citoplasmatica

El citoplasma del ovocito juega un papel muy importante en la produccién de energia,
necesaria para realizar las funciones celulares durante la maduracién, fecundacion desarrollo
embrionario temprano. La maduracién citoplasmatica implica modificaciones del ARNm
(Lorenzo, 2021).

3.11 Maduracion del ovocito in vitro vs. in vivo

Los eventos que ocurren durante el crecimiento del ovocito in vivo deben parecerse lo maximo
posible para facilitar el crecimiento folicular y ovocitario in vitro. En la reproduccion en
condiciones in vitro el éxito del proceso de produccién de embriones depende de la manera
de la maduraciéon de los ovocitos y de que adquieran la competencia necesaria para
desarrollarse lo que determinara el porcentaje de blastocistos obtenidos (embriones
transferibles). La calidad de los ovocitos obtenidos in vitro es menor que los madurados in

vivo y con ello el porcentaje de blastocistos es menor (Lorenzo, 2021).

3.12 Clasificacion conformacional de la vesicula germinal (GV)
Segun la configuracion de la cromatina GV se clasifican en: condensada, intermedio y
compacta, cuyos resultados estan asociados con la capacidad de desarrollo pudiendo ser de

utilidad para determinar la calidad ovocitaria (Yao et al., 2021).
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4. Materiales y métodos
4.1 Materiales

4.1.1 Materiales Fisicos

e Jeringas

e Hisopos Estériles

e Papel milimetrado

e Equipo de diseccion
o Papel secante

¢ Fundas Ziploc

e Esmalte para ufas

4.1.2 Materiales Biolégicos

Ovarios de cobaya

Ovocitos

Muestras de sangre

4.1.3 Materiales Quimicos

e Solucion Fisioldgica

e Kit de Elisa para la determinacién cuantitativa de progesterona en suero o plasma en
humanos (Human Gesellschaft fur Biochemica und Diagnostica mbH, Alemania).

e Tincién Diff Quick

e Progesterona Oral (Altrenogest, ALTRESYN®, CEVA, Francia)

e Alcohol al 70%

e Agua destilada

e Glutaraldehido (0,5% de DPBS)

e Sonda fluorescente Hoechst 33342 (1 pg/ml, Sigma B-2261)

¢ Medio de montaje (DPBS con glicerol y Hoechst) (1:1:0.001)

4.1.4 Materiales de Laboratorio

Pipetas automaticas
e Puntas de Pipetas

e Gradilla

e Porta objetos

e Microscopio
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e Estereomicroscopio (SMZ 745, Nikon, Japdn)

e Microscopio de epifluorescencia (Nikon, Eclipse Ci-E Epifluorescence set, Japon)
e Platina térmica

e Tubos Eppendorf

e Tubos con tapa roja (sin anticoagulante)

o Centrifuga

e Vasos de precipitacion

e Balanza de precision (Acurris™, Analytical Balance, Sigma-Aldrich, Alemania)
e Cajas petri de busqueda

o Cajas petri de cuatro pocillos

e Hialuronidasa

¢ Medio de montaje

e Estereoscopio (Nikon SMZ-745T)

4.2 Métodos
4.2.1Area de estudio

El manejo de los animales fue realizado en una granja comercial de la provincia del Cafar,

ubicada a una altitud de 3.160 m.s.n.m., con una temperatura promedio de 11,8°C.

El estudio de los ovarios se realiz6 en el laboratorio de Biotecnologia de la Universidad de
Cuenca, ubicado en la Granja de Irquis, perteneciente a la provincia del Azuay, Cantén
Cuenca, Parroquia Victoria del Portete, latitud sur: 4'48.34”S y longitud oeste 79°4'30.12"0O.
A 2.671 m.s.n.m, con una pluviosidad media anual de 789 mm, humedad relativa del 80% y

temperaturas que oscilan entre 7y 12 °C.
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Figura 1: Ubicaciéon satelital del area de estudio

Fuente: Directorio cartogréafico de Google Maps, 2018

4.2.2 Animales y granja

Se utilizaron 43 cobayas, con una edad entre 4 y 5 meses, peso promedio de 886,2 + 12,80
gramos, sanas, producto del cruce entre la linea peruana y criolla. Condicién corporal (CC)
entre 2,5 a 3,5, en escala de 1 a 5 donde 1 es extremadamente flaca y 5 obesidad extrema
(Jiménez & Huaman, 2010).

Los animales fueron adquiridos en diferentes plantes de cobayos y llevados a la granja
comercial de la familia Iglesias 30 dias antes del inicio del experimento, para un periodo de
adaptacion al sistema de alimentacién y manejo que esta granja mantenia. La alimentacion
tuvo como base Alfalfa (Medicago Sativa) administrado dos veces al dia, mas suplemento de
balanceado comercial una vez al dia, el cual contenia 10% de proteina, 5% de grasa, fibra
cruda 12%, ceniza 7% y humedad del 13%. Los cobayos fueron sometidos a un régimen de
12 horas de luz y 12 horas de oscuridad.

4.2.3 Disefio experimental

El presente estudio fue descriptivo. En primera instancia se sincronizo el celo de las cobayas
mediante la aplicacion de progesterona oral (Altrenogest, ALTRESYN®, CEVA, Francia)
durante 15 dias consecutivos. El dia que la cobaya presenté un 50% de apertura de
membrana vaginal (AMV) se considero a la hembra en celo. El dia 15, dltimo dia de aplicacion
de la progesterona, se valoro el primer grupo de cobayas, la segunda valoracién fue realizada
24 horas luego de que la cobaya presentara celo, es decir dia 1 del ciclo estral; la tercera
valoracion se realiz6 el dia 4 del ciclo estral, la cuarta el dia 8 y finalmente la quinta valoracion

al dia 11 del ciclo estral.
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El ensayo describié la concentracién de progesterona, las caracteristicas morfolégicas del
ovario, foliculos, cuerpo Iuteo, COC’s y citologias vaginales en lo cinco momentos antes

mencionados.

4.2.4 Protocolo de sincronizacion del celo

A las 06:00 am fue administrada la progesterona via oral (Altrenogest), mediante una pipeta
automatica regulable (20 uyl a 100 pl), en dosis de 0,22 mg/kg de peso vivo, durante 15 dias
consecutivos (Figura 2)

Altrenogest oral

0 15 16 17 18 19 20 21 22 Dias del protocolo

| J
|

AMV+ CIT

Figura 2: Protocolo de sincronizacién del celo de las cobayas: dia O=inicio del protocolo,
aplicacion de progesterona oral (Altrenogest) hasta el dia 15. AMV=valoracién de la apertura
de la membrana vaginal. CIT=citologia vaginal, a partir de la observacion del 50% de apertura

de la membrana vaginal

4.2.5 Valoracion de la apertura de la membrana vaginal

24 horas posteriores al retiro de la progesterona (Dia 16 del protocolo); (Figura 3) a partir de
las 06h00 am se evalué la apertura de la membrana vaginal (AMV) por 7 dias consecutivos,
para lo cual se inmovilizé a la cobaya y se observo en la entrada de la vagina la presencia o
ausencia de la membrana vaginal. Se consider6 como dia del inicio del celo, cuando el 50%

de esta estructura estaba abierta (Wilson et al. (2021).
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Panel 1 7 Panel 2 | Panel 3

Figura 3: Apertura de la membrana vaginal. Panel 1: MV= membrana vaginal cerrada 0%.
Panel 2: MV=50% de apertura de la membrana vaginal. Panel 3: membrana vaginal abierta
100%

Fuente: autor.

4.2.6 Citologia vaginal

La citologia vaginal busco determinar las caracteristicas de las células la mucosa vaginal
durante el tiempo que la membrana vaginal permanecié abierta, para lo cual se realizé el
siguiente procedimiento: al observarse un 25% de apertura de la membrana vaginal (AMV),
se practicé un hisopado de la mucosa vaginal hasta el dia 22 del protocolo de sincronizacion
del celo (Figura 4). Para esto se colocé a la cobaya en posicién decubito dorsal y con la ayuda
de un hisopo estéril se realizé un barrido de la parte interna de la pared de la vagina. Una vez
tomada la muestra se procedio a realizar la extension de esta en un portaobjetos y se dejo
secar al aire libre. A continuacion, se sumergio la placa en un vial por 1 segundo, el cual
contenia el reactivo 1 (Fijador metanol), esto por 5 veces consecutivas, escurriendo el residuo
al final del proceso. Este procedimiento se repitié con el reactivo 2 (Eosina red) y 3 (Counter
blue) en ese orden, al final se lavd con agua destilada y se dej6 secar al aire libre (Grégoire
et al., 2012). Las muestras ya tefiidas fueron llevadas al laboratorio de biotecnologia para su

valoracion segun lo descrito por Dorsch et al. (2008).
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Panel 1 Panel 2

Figura 4: Presencia de diferentes tipos de células desde la apertura de la membrana vaginal
(25%) hasta el cierre de la misma. Panel 1: Presencia de células superficiales (celo). Panel

2: presencia de neutrdéfilos (ovulacién). Panel 3: Células parabasales (metaestro).
Fuente: autor

4.2.7 Protocolo de evaluacion de variables en cinco momentos diferentes del ciclo
estral

El estudio determind la concentracion de progesterona; ademas, de las caracteristicas
morfologicas del ovario, foliculos, CL y células vaginales evaluadas en cinco momentos

diferentes que se detallan a continuacion:

» Primera valoracion: ultimo dia de la aplicacion de progesterona oral (dia 15 del
protocolo de sincronizacion)

» Segunda valoracion: dia 1 del ciclo estral en estudio.

= Tercera valoracion: dia 4 del ciclo estral en estudio

= Cuarta valoracion: dia 8 del ciclo estral en estudio

» Quinta valoracion: dia 11 del ciclo estral en estudio (Figura 5)

Diestro Diestro Diestro
Proestro Esto  Metaestro temprano medio tardio

Altrenogest oral 01 2345 6 7 89 1011 Diasdelciclo estral

16 1718 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 Dias del protocolo

(e
wn

1ra valoracién :
2da valoracion
3ra valoracion
4ta valoracion
5ta valoracion

Figura 5: Protocolo de valoracién del tamafo, peso del ovario, CL, foliculos y células

vaginales en cinco momentos diferentes: dia 15 (Gltimo dia de la administracion de P4,
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nameros color rojo), dia 1 (del ciclo estral en estudio; nimero color negro), dia 4, dia 8 y dia
11)

4.2.8 Toma de muestras de sangre y eutanasia de las cobayas

Previo a la obtencion de las muestras de sangre en cada una de las valoraciones (dia 15; 1;
4; 8; 11), las cobayas fueron anestesiadas segun el procedimiento descrito por Ayala et al.
(2017), empleando una mezcla de Zolazepam y tiletamina (Zoletil 50®), dosis de 50 mg/kg
via subcutanea. Luego, con una aguja vacutainer de 21G x 25 mm en angulo de 30° se realiz6
la puncién cardiaca, en el espacio entre la tercera y cuarta costilla, parte proximal al esternén,
del lado izquierdo del animal, para obtener 1 ml de sangre, la cual se dej6 reposar para que
se formara el coagulo. Las muestras fueron centrifugadas a 2.500 rpm x 15 min., y se colecto
el sobrenadante que se congel6 a -20°C hasta su analisis. La determinacién de la
concentracion de progesterona fué realizada mediante un kit de ELISA para la determinacion
cuantitativa de progesterona en suero o plasma de humanos (Human Gesellschaft fur
Biochemica und Diagnostica mbH. Alemania).

Luego de la toma de las muestras de sangre, cada cobaya fue eutanasiada de acuerdo al
procedimiento descrito por Guilmette et al. (2015). Las cobayas recibieron 0,3 ml/kg de peso
corporal de solucién para eutanasia T-61 (Embutramida 200mg; Hoechst-Roussel Agri-Vet,
Somerville, Nueva Jersey, EEUU).

4.2.9 Valoracion de la morfologia de los ovarios, foliculos antrales y cuerpo luteo

Los ovarios derecho e izquierdo de cada cobaya fueron pesados por separado con una
balanza de precision (Acurris™, Analytical Balance, Sigma-Aldrich, Alemania) en miligramos
(mg). Posteriormente a los ovarios se tomd una foto con la ayuda de la cAmara adaptada a
un estereoscopio (Nikon, SMZ-745T, Japén) para la consiguiente medicién del largo y ancho,

empleando el programa ImageJ (Figura 6).
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Panel 1 Panel 2

Figura 6: Tamano del ovario: Panel 1, ovario derecho (ancho=4,40mm + 6,80mm largo) Panel

2, ovario izquierdo (A=ancho; B=largo)

Fuente: autor

También se obtuvo el indice gonadosomatico (IGS), para lo cual se utilizé la siguiente formula
(peso promedio de los ovarios/peso promedio corporal) x 100. Para la valoracion del cuerpo

lateo (CL; Figura 7) se tomé en consideracion el ancho + el largo dividido para dos (mm).

n»_ L] Dawal?

Figura 7: Tamafio del cuerpo lateo (CL): Panel 1, CL derecho (ancho=1,12mm + 1,39mm
largo) Panel 2, CL izquierdo (A=ancho; B=largo)

Fuente: autor

Posteriormente, los ovarios fueron colocados bajo un estereoscopio para realizar el conteo
de los foliculos antrales (FA). Se tom6 una foto de los ovarios mediante el programa ImageJ,
para poder determinar el tamafio de los FA mediante la férmula (ancho + largo dividido para
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2) y el valor fue expresado en mm. A continuacion los foliculos fueron clasificados en tres
categorias: T1: foliculos <0,5 mm T2: foliculos entre 0,5-1 mm y T3: foliculos >1 mm (Figura
8).

Panel 1 Panel 2

Figura 8: Tamafo del foliculo antral (FA): Panel 1, FA en ovario derecho. Panel 2, FA en
ovario izquierdo

Fuente: autor

4.2.10 Valoracién de COC's

Para la colecta de los COC'’s se utilizé la técnica de aspiracion folicular, mediante una jeringa
de insulina con una aguja 30G, segun lo descrito por Wang et al. (2019), con ciertas
modificaciones. Brevemente: los ovarios fueron colocados en una caja cuadriculada y

ubicados bajo una lupa para visualizar y aspirar los foliculos antrales (Figura 9).
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Figura 9: aspiracion de foliculos antrales de cobaya.
Fuente: autor

Los foliculos de T1: foliculos <0,5 mm; T2: foliculos entre 0,5y 1 mm y T3: foliculos >1 mm,
fueron aspirados por separado y los COC’s obtenidos se cuantificaron. La clasificacion de
estos COC’s se realiz6 con la ayuda de un estereomicroscopio (SMZ 745, Nikon, Japén),
basado en la clasificacion propuesta por Ayala et al. (2019), en tipo A, B; C y D, para la
especie bovina, la cual fue adaptada para la cobaya (Figura 10, 11, 12, 13)

= COC’stipo A: més de tres capas de células del camulo, citoplasma de color café claro

homogéneo, zona pellcida integra.

Figura 10: COC’s de tipo A

Fuente: autor

= COC’s tipo B: mas de tres capas de células del camulo, pero en determinadas partes
del ovocito no existen células del camulo. Citoplasma de color café claro homogéneo,

zona pelucida integra.
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Figura 11: COC’s de tipo B

Fuente: autor

= COC’s tipo C: ovocitos denudados, citoplasma picnético, zona pellcida ligeramente
fraccionada.

&

Figura 12: COC’s de tipo C

Fuente: autor
= COC’s Tipo D: células cumulo completamente expandidas, citoplasma granulado,

grueso o con mezcla de areas muy claras o muy oscuras, zona pellcida fraccionada,

ovocitos degenerados

‘.

Figura 13: COC’s de tipo D

Fuente: autor

4.2.11 Determinacion de la morfometria del ovocito
Los COC’s fueron colocados en microgotas de 100 pL, que contenia Hialuronidasa (H3506-

Sigma®) en concentracion de 1mg/ml (p/v). Luego por accién mecanica (pipeteo continuo) se
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procedié a denudar los ovocitos. Una vez denudados, los ovocitos fueron colocados en
microgotas de 50 ul de PBS y llevadas al microscopio. La morfometria fue determinada segun
la metodologia descrita por Ueno y Niimura (2008).

o Diadmetro del citoplasma: medida en linea recta de dos puntos de la

circunferencia del citoplasma y expresada en micras (um).

e Espesor dela zona pellcida: grosor o ancho de la zona pellucida expresada en

micras (um).

4.3 Andlisis estadistico

Los datos fueron procesados en Excel y analizados en el programa estadistico SPSS version
25. Se usaron estadigrafos principales de tendencia central de todas las variables. Se evalué
la normalidad de los datos con la prueba de Shapiro Wilk y se determiné la normalidad de los
mismos. La valoracién del peso, tamafio del ovario, CL, nimero y tamafio de los foliculos
antrales; asi como el diametro del citoplasma, zona pelicida determinados en los cinco
momentos diferentes: dia 15, 1, 4, 8, 11, fueron analizados mediante la prueba de ANOVA 'y

sus medias comparadas con Tukey al 5 considerando a p< 0,05 como significante.
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5. Resultados y discusion

5.1 Evaluacién del porcentaje de cobayas que mostraron apertura de la membrana
vaginal (AMV)

En este apartado se describen los resultados generales en cuanto al porcentantaje de
cobayas que presentaron AMV. Asi, en la (Figura 14, panel A), se observa que el 90,7% de

cobayas sincronizadas (39/43) presentaron AMV, es decir entre los dias 17 y 19 del protocolo.

En el panel B de la (Figura 14), se puede observar que la AMV inicio dos dias (37,1%; dia 17)
después del retiro de la fuente de progesterona (dia 15), al dia siguiente (dia 18) un 77,1%
de cobayas presentaron AMV y el dia 19 bajo a un 71,4%. En los dias 20, 21y 22 la membrana

vaginal se mostro cerrada en todas las cobayas.
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Figura 14: Porcentaje de cobayas que presentaron apertura de la membrana vaginal (Panel
A). Dia del protocolo en el cual se detect6é apertura de la MV en las cobayas sincronizadas y

gue entraron en celo (Panel B)

Los resultados del presente estudio concuerdan con lo descrito en los roedores Cavia aperea
y Galea musteloides, en los cuales se observo que la AMV se produjo Unicamente durante el
celo por un lapso de tiempo entre 3 a 5 dias; por lo que esta caracteristica es considerada

signo primario de celo (Touma et al., 2001).

Ademads, los resultados demostraron que la administracion oral de 0,22 mg/kg de peso vivo

de Altrenogest durante 15 dias consecutivos permitié que la mayoria de los cuerpos lateos
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(CLs) presentes en las cobayas (n=43) desde el dia 0 hasta el dia 15 del protocolo de
sincronizacién, experimentaran lisis fisioldgica, induciendo a la presencia del proestro al
retirar la fuente externa de progesterona (Altrenogest) en el dia 15, con la aparicién de AMV
en un 77,1% de las cobayas en el dia 18 del protocolo (3 dias post-retiro de la progesterona),
tiempo que es similar al determinado por Grégoire, et al. (2012), al aplicar la misma fuente de
progesterona (P4) exdgena en cobayas.

Sin embargo, hay estudios en los cuales se determina que la sincronizacion con progesterona
oral (Altrenogest) produce hasta el 90% de cobayas con AMV, es decir celo (Wilson et al.,
2021).

5.2. Citologia Vaginal para determinar el dia del celo y la ovulacién

La valoracién de la citologia vaginal permitié determinar que en los dias 18 y 19 del protocolo
de sincronizacion (Figura 15), mas del 40% de células presentes fueron de tipo superficiales,
lo cual coincide con los dias de mayor porcentaje de AMV signo primario del celo en la cobaya,
caracteristica similar a la observada en la perra en el dia del celo (Arcilla et al., 2005). Los
resultados obtenidos en nuestro trabajo coinciden con lo reportado por Ferrin & Murudumbay,
(2022), quienes observaron que tres dias posteriores al retiro de la progesterona las cobayas
entraron en celo en promedio, esto determinado por la presencia de mas del 50% de células

superficiales anucleadas observadas en las citologias vaginales

En los dias 20 y 21 (protocolo de sincronizacion); (Figura 15), se visualiz6 mayor porcentaje
de neutrdfilos, caracteristica indicativa del inicio de la ovulacién en esta especie, a decir de
Rivas (2002). Reportes similares fueron emitidos por Grégoire et al. (2012) y Kosaca et
al.(1994) quienes describen que el momento de la ovulacién vario entre 72 a 144 horas 'y 120

a 144 horas después de ultima administracion de progesterona respectivamente.
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Figura 15: Porcentaje de células determinadas mediante citologia vaginal en los dias 15, 16,
17, 18, 19, 20 y 21 del protocolo de sincronizacion. *=diferencia estadistica en el porcentaje

de células de una categoria. Tukey al 5%.

Matos et al. (2022) al caracterizar las fases del ciclo estral en la cobaya observaron que
durante el estro predominaron células superficiales, en el metaestro las células intermedias
fueron las més frecuentes con presencia moderada de leucocitos. Durante el diestro existio
una distribucion mas uniforme entre células intermedias y superficiales y un nimero muy
elevado de leucocitos, datos que coinciden con los resultados obtenidos en el presente

trabajo.

De igual forma Li & Shen, (2015) observaron durante el proestro mayor numero de células
intermedias concordando con Kilhnel & Mendoza, (1992) y Lilley et al., (1997), mientras que
durante el metaestro y diestro se observaron niveles elevados de leucocitos y células

parabasales, caracteristicas concordantes con los del presente estudio.
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5.3 Determinacion de los niveles de progesterona en sangre y diametro del CL, en
cinco momentos diferentes

Se determin6 que la concentracién de progesterona en la primera valoracién (dia 15 del
protocolo) fue de 3,31 £ 0,46 ng/ml, esto a consecuencia de que las muestras fueron tomadas
2 horas luego de la ultima aplicacion de P4 oral (Figura 16). El diametro de los CLs en la
primera valoracion presenté un promedio de 0,67 + 0,04 mm. En la segunda valoracién (dia
1) del nuevo ciclo estral, los niveles de progesterona fueron bajos (0,24 + 0,01 ng/ml), esto
debido a que la ovulacién se produce entre 1 a 1,5 dias post celo (Sadeu et al., 2007); por lo
tanto, la concentracién de P4 determinada en la segunda valoracién es sostenida por los CLs
en regresion del ciclo anterior que presentaron un tamafio medio de 0,65 + 0,04 mm (Heap et
al., 1967; Feder et al., 1968).

En la tercera valoracion (dia 4), la concentraciéon de P4 se incrementé a 1,22 + 0,13 ng/ml,
con un diametro de los CLs hemorragicos de 0,77 + 0,03 mm. Este patron de incremento
paulatino de la P4 se vio también, en el dia 8 (4,28 + 0,28 ng/ml), con un diametro de CLs de
0,9 + 0,04 mm. En la ultima valoracion (dia 11) se observo una concentraciéon de 4,61 + 0,23
ng/ml, con un diametro de CLs de 1,05 + 0,02 mm (Figura 16 Panel Ay B).
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Figura 16: Concentracion de progesterona (Panel A) y diametro del cuerpo liteo (Panel B),
valorado en cinco momentos diferentes: Ultimo dia de aplicacion de la progesterona oral

(D15), dia 1 del nuevo ciclo estral, dia 4, dia 8, dia 11 del ciclo estral. Prueba de Tukey al 5%

Karen Paulina Iglesias Barahona — Pamela Michelle Guaman Garzén



UCUENCA 4

En forma general los resultados concuerdan con lo manifestado por Echeverria, (2005) quien
menciona que durante la fase luteal en la etapa de diestro y metaestro tardio existe la
presencia de cuerpos liteos activos y por ende altos niveles de progesterona plasmatica,
mientras que la fase folicular: proestro y estro, los niveles de P4 son bajos (Hutz & Bejvan,
1990).

Tabla 1: Peso y didmetro promedio de ovario derecho (OD) e izquierdo (Ol), valorado en

cinco momentos diferentes del estudio

El peso promedio del ovario derecho (OD) e izquierdo (Ol) se mostr6 similar (p>0,05)
estadisticamente en los dias 15, 1, 4, 8 y 11 (Tabla 1). También, el diAmetro medio del OD y

Ol fueron similares.

D15 D1 D4 D8 D11 General
Peso OD 45,7 +
46,6 + 13,8 48,4+16,0 47,6 +12,7 38,2+145 46,6+12,0
(mg) 13,7
Peso Ol 41,1 +
473+11,3 40,4+105 425+88 34,1+125 36,9+10,3
(mg) 11,1
Diametro
52+0,6 52+0,7 53+0,6 50+0,4 55+08 5,2+0,6
OD (mm)
Diametro
50+0,4 50+0,2 49+04 49+0,3 45+08 49+0,5
Ol (mm)

OD=ovario derecho. Ol=ovario izquierdo.

Los resultados del peso de los ovarios obtenidos en el presente estudio fue superior a lo
descrito por Aliaga, (1990) quien determiné un valor de 33 mg aproximadamente; sin
embargo, ellos establecieron valores superiores en cuanto al tamafio de los ovarios (7 mm).
Sin embargo, en un estudio realizado por Fernandez et al. (2018) reportaron un peso de los

ovarios de 77 = 27 mg (derecho 77; izquierdo 76,3) valores superiores a nuestros resultados.

El indice gonadosomatico (IGS) mostré valores similares (Tabla 2) en los cinco momentos
diferentes (p>0,05).
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Tabla 2: Peso promedio de las cobayas, ovarios e indice gonadosomatico, valorado en cinco

momentos diferentes del estudio.

D15 D1 D4 D8 D11 General
Peso
Cobaya 884,7+57,1 876,7+20,6 872,1+60,6 864,8+925 958,0+ 146,9 886,2 + 78,9
@
Peso

ovarios 0,05+0,01 0,05+0,01 0,05+x0,01 0,04+0,01 0,04+0,01 0,4%0,01

()]

0,005 * 0,005 * 0,005 * 0,004 = 0,005 *
IGS 0,004 + 0,002
0,001 0,002 0,001 0,001 0,001

Peso de ovarios=peso promedio de los ovarios. IGS=indice gonadosomatico (peso

ovarios/peso corporal)*100.

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo coinciden con los descritos por Fernandez et al.
(2022) quienes valoraron el peso ovarico y el indice gonadosomatico de 20 cobayas nativas
y 20 mejoradas, determinando que no existe diferencia estadistica significativa entre estos
valores en la etapa de proestro y diestro; sin embargo los valores obtenidos en nuestro
estudio son inferiores a los establecidos por Fernandez et al. (2022), seguramente debido a

gue no se emplearon las mismas unidades de medida en ambos trabajos.

5.4 Recuento de foliculos antrales (FA) en cinco momentos diferentes

El nimero de foliculos antrales (FA) encontrados en cada uno de los grupos establecidos en
el presente estudio (>1 mm; entre 0,5-1 mm; <0,5 mm), en cinco momentos diferentes (dias:
15; 1; 4; 8; 11), mostro que los FA >1 mm estuvieron presentes en el dia 15 (3,7 £ 1,15
foliculos), dia 1 (6,4 + 1,16 foliculos), dia 11 (4,5 + 1,47 foliculos); sin embargo, en las
valoraciones del dia 4 y dia 8 no hubo presencia de este tipo de FA. Estos resultados son
concordantes con lo descrito por Bland, (1980), quien observé la presencia de foliculos
mayores a 0,85 mm en el dia 0 (celo), 1 (ovulacion), 10 (Fase de dominancia de la primera
onda folicular) del ciclo estral en la cobaya. Por lo tanto, este tipo de foliculos serian

considerados como dominantes.

Los FA con didmetro entre 0,5-1 mm su presencia fue similar en la valoracion de dia 1 (11,6
+ 2,35 FA), dia 8 (12,9 + 3,24 FA) y dia 11 (11,8 + 4,34 FA), Sin embargo, el mayor nimero

Karen Paulina Iglesias Barahona — Pamela Michelle Guaman Garzén



UCUENCA 40

de este tipo de FA fue visualizado el dia 15 (18,8 = 3,33 FA) y en menor nimero el dia 4 (4,0
+ 1,73 FA). Finalmente, los FA <0,5 mm estuvieron presentes en mayor nimero el dia 1 (24,6
+ 4,03 FA), seguidos del dia 11 (20,7 £ 8,72 FA), dia 8 (15,2 + 2,72 FA), dia 4 (11,18 + 2,78
FA) y dia 15 (10,1 £ 1,79 FA) (Figura 17)
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Figura 17: Namero promedio de foliculos antrales; mayores a 1 mm (F>1mm); foliculos con
tamafios entre 0,5y 1 mm (F0,5-1mm) y foliculos menores a 0,5 mm (F<0,5 mm), observados
en cinco momentos diferentes, dias: 15, 1, 4, 8 y 11. ab=diferencia estadistica entre grupos

valorados en un mismo momento (p<0,05)

Los resultados del presente estudio corroboran la informacion de que la cobaya posee un
desarrollo folicular bifasico, con terminacién de la primera onda folicular entre el dia 10y 11
con la atresia de los foliculos dominantes (FD). En la segunda onda los foliculos

preovulatorios (FPO) terminan en la ovulacién con un didametro de 0,85 mm (Bland, 1980).

En base a estos resultados se asume que los foliculos >1 mm observados en la valoracion
del dia 1y 11 corresponden con los FD y FPO; mientras que los foliculos con didmetros entre
0,5-1 mm serian aquellos que no fueron seleccionados y que ingresaron en el proceso de
atresia fisiologica del ciclo anterior (dia 1) y de primera onda folicular (dia 11 del ciclo
estudiado); ademas, la presencia de foliculos <0,05 mm corresponden al nuevo grupo de

foliculos que entraron en la fase de reclutamiento.

En general de acuerdo a los resultados obtenidos se determin6 que en el dia 15 se observaron
un total de 32,6 + 4,91 foliculos de los diferentes tamafios, en el dia 1 (42,6 + 4,38), dia 4
(15,7 £ 2,48), dia 8 (28,1 + 4,41) y dia 11 (37 + 12,54), dando una media general de 30,1 +
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2,69 foliculos antrales de diferentes tamafios que fueron visibles en los ovarios y estarian

disponibles para la coleccion de ovocitos; es decir, en promedio, 15,1 foliculos/ovario.

5.5 Evaluacién del porcentaje de recuperacion de ovocitos
Mediante la técnica de aspiracion folicular en el presente estudio se recolectaron 1249 COC’s

de 86 ovarios (14,52 COC’s/ovario), con un porcentaje de recuperacion del 46,1%.

Sin embargo, al aspirar foliculos >1mm se recuper6 en general un 32,8% de COC'’s, llegando
a obtenerse un porcentaje mayor de recuperacion en el dia 15 (69,1%), seguido del dia 1
(59,8%) y dia 11 (50,9%), en contraposicion en el dia 4 y 8 no hubo foliculos de esta categoria
(Figura 18).

Al aspirar foliculos de 0,5-1 mm se obtuvo un 56,7% de recuperacion general de COC’s, con
un mayor porcentaje en el dia 15 (83,9%), seguido del dia 8 (62,9%), dia 11 (47,2%), dia 1
(46,8%) y dia4 (36,2%).

Finalmente, la recuperacion de COC’s en los foliculos <0,5 mm fue en general del 48,8%,
con su valor més alto en el dia 1 (64,1%), seguido del dia 8 (53,8%), dia 15 (45,7%), dia 11
(43,8%) y dia 4 (37,3%).

Estos resultados demuestran que en el dia del retiro de la progesterona exdgena (dia 15) es
el momento en el cual se produjo el mayor porcentaje de recuperacién de COC’s sumando
las tres categorias (>1mm; 0,5-1 mm; <0,5 mm) de foliculos en estudio (66,2%), seguido de
dia 1 (56,9%), dia 11 (47,1%), dia 8 (38,9%) y dia 4 (24,5%) (Figura 18). Estos resultados
estan en concordancia con el enunciado que manifiesta que el porcentaje de recuperacion de
ovocitos en cobayos varia dependiendo de la etapa del ciclo reproductivo; ademas, del tipo
de crianza, alimentacién, peso y edad (Naranjo, 2010).
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Figura 18: Numero promedio de ovocitos recuperados por aspiracion de foliculos mayores a
1 mm (F>1mm); foliculos con tamafios entre 0,5y 1 mm (F0,5-1mm) y foliculos menores a
0,5 mm (F<0,5 mm), observados en cinco momentos diferentes: dia 15, 1, 4, 8 y 11.

ab=diferencia estadistica entre grupos valorados en un mismo momento (p<0,05)

Los COC’s recuperados en las diferentes categorias de foliculos (>1 mm; entre 0,5-1 mm;
<0,5 mm) fueron clasificados en tipo A; B; C y D, para luego ser agrupados en aptos (tipo A;
B) y no aptos (tipo C; D). En los resultados que se detallan en la Tabla 3 se puede observar
que 42,9% de COC’s obtenidos de los foliculos >1 mm fueron clasificados como de tipo Ay
un 28,6% de tipo B, es decir, que el 71,4% de los COC’s recuperados de foliculos >1 mm
fueron COC’s aptos. Pero también se obtuvieron porcentajes aceptables de COC’s aptos
(61,5%) de foliculos de 0,5-1 mm, asi como de <0,5 mm (60%), por lo tanto, se deberia aspirar

preferentemente foliculos >1mm para obtener COC’s de mejor calidad.

En un trabajo realizado en cobayas se determind un porcentaje de recuperacion de COC’s
mediante la técnica de cortes del 66,6% COC’s de tipo A, 13,3% tipo B y 20% de tipo C
(Zhinin & Bufay, 2022). El porcentaje de COC’s tipo A y B fueron menores a los obtenidos

por nosotros, la explicacidén esta en la técnica de recuperacion empleada.
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Tabla 3: Porcentaje de complejos cumulo ovocitos (COC’s) encontrado en cada una de las

categorias de foliculos durante el experimento.

Tamafio Tipo de COC’s

Foliculos A B C D Aptos No aptos
>1 mm 42,9 28,6 14,3 143 71,4 28,6
0,5-1 mm 18,3 43,3 144 24 61,5 38,5
<0,5 mm 0 60 20 20 60 40

>1 mm=foliculos mayores a 1 mm. 0,5-1 mm=foliculos con didmetro entre 0,5
1 mm. <0,5 mm=foliculos con diametros menores a 0,5 mm. Tipos de
COC’s=A, B, C, D. Aptos=A+B. No aptos=C+D.

Los resultados obtenidos fueron similares a los descritos por Zhinin & Bufiay, (2022) quienes
al clasificar los ovocitos encontraron que 31,05% (236) correspondian a la categoria A, el
34,61% (263) a la categoria B y el 34,34% (261) a la categoria C; Considerandose un 65,66%
(499) como aptos (Ay B) y un 34,34% (261) de no aptos (C).

Similarmente, Wang et al. (2019) obtuvieron 52,48% de COC'’s de tipo A, 36,38% de By 9,8%
de C, lograndose recuperar un 88,5% de aptos; Esta diferencia con nuestro trabajo puede ser
explicada debido a que le autor obtuvo los ovocitos exclusivamente de foliculos
preovulatorios, mientras que en nuestro estudio fueron obtenidos de foliculos de diferentes

tamanfos.

Solis & Chéavez, (2015) recuperaron 180 ovocitos de 60 ovarios, de los cuales el 66,6% (120)
fueron de categoria A, 13,33% (34) de categoria B y 20% (36) de categoria C, encontrando

un total de 154 ovocitos aptos y 36 no aptos para maduracion in vitro.

5.6 Diametro ovocitario y grosor de la zona pellcida en ovocitos aspirados de

foliculos de diferentes tamarios

5.6.1 Ovocitos aspirados de foliculos de tamafio >1 mm

En este apartado se detalla los resultados del diametro del citoplasma de ovocitos
provenientes de foliculos >1 mm, determinando que existe diferencia estadistica significativa
entre los ovocitos recuperados al dia 15 (111,2 + 0,46 um) y los recuperados los dias 1 (113,9
+ 0,60 um); 8 ( 115,5+ 0,24 um ) y 11 (114,3 £ 0,32 um);(Figura 19 Panel A); mientras que
en la (Figura 19 Panel B), se muestra el grosor de la zona pellucida de ovocitos recuperados
al dia 15 (7,5 +£ 0,49 um); 1 (6,9 £ 0,25 um); 8 ( 7,2 £ 0,57 um) y 11 (7,1 £ 0,24 pm), en los

gue no se observo diferencia estadistica entre los diferentes momentos monitoreados.
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Figura 19: diametro promedio del citoplasma y de la zona pellcida de los ovocitos, aspiracion

de foliculos mayores a 1 mm (F>1mm), en cuatro momentos diferentes: dia 15, 1, 8y 11

5.6.2 Ovocitos aspirados de foliculos de tamafio entre 0,5-1 mm

Al medir el tamafio del citoplasma de ovocitos provenientes de foliculos entre 0,5-1 mm
(seleccién) se determin6 que existe diferencia estadistica significativa entre el tamafio del
citoplasma de ovocitos recuperados los dias 15 (110,0 £ 1,56 um) y 4 (110,7 + 2,21 um) en
relacién a los ovocitos recuperados los dias 1 (103,8 + 1,21 um); 8 (100,5 +£ 1,58 um) y 11
(104,9 + 0,63 um); (Figura 20, Panel A). Mientras que en la (Figura 20, Panel B), se observa
el grosor zona pellcida de ovocitos recuperados en cinco momentos diferentes: dia 15 (6,4 +
0,15 um), 1 (5,9 + 0,17 um), 4 (6,3 + 0,24 um), 8 (6,3 = 0,27 um) y 11 (5,6 £ 0,14 um) entre

los que no existe diferencia estadistica.
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Figura 20: diametro del citoplasmay la zona pellcida de ovocitos aspirados de foliculos con

tamanos entre 0,5y 1 mm (F0,5-1mm), en cinco momentos diferentes: dia 15, 1, 4, 8 y 11.
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5.6.3 Ovocitos aspirados de foliculos <0,5 mm

Al medir el didmetro de ovocitos provenientes de foliculos menores a 0,5 mm (reclutamiento)
se determiné que hubo diferencia estadistica, ya que en los dias 15 (102,0 + 0,50 um); 1 (98,8
+1,03 um) y 4 (99,3 £ 1,31 um) el didmetro ovocitario fue mayor, comparado con los ovocitos
recuperados los dias 8 (91,7 + 0,88 um) y 11 (92,4 £+ 2,66 um), los cuales tuvieron un tamafio
menor (Figura 21; Panel A). En la (Figura 21, Panel B), se observa el grosor de la zona
pelucida de ovocitos recuperados en cinco momentos: dia 15 (5,4 + 0,13 um), 1 (5,5 £0,09
pm), 4 (5,7 £ 0,13 um), 8 (5,4 £ 0,07 um) y 11 (5,3 £ 0,13 pum), observandose que no existid
diferencia estadistica entre los grupos.
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Figura 21: didmetro del citoplasma y la zona pellcida de ovocitos aspirados de foliculos con

tamafos menor a 0,5 mm (F<0,5mm), en cinco momentos diferentes: dia 15, 1, 4, 8 y 11.

5.6.4 Didmetro ovocitario y grosor de la zona pelldcida en ovocitos provenientes de
foliculos >1mm, entre 0,5-1mm y <0,5 mm independientemente del momento de la
valoracion

Se determiné que los ovocitos provenientes de foliculos >1 mm (113,9 £ 0,32 um) y foliculos
<0,5 mm (98,4 £ 0,50 um) fueron diferentes estadisticamente en cuanto al diametro ovocitario
(Figura 22, Panel A). De igual forma, en la (Figura 22, Panel B), al valorar el grosor de la zona
pelicida de ovocitos provenientes de foliculos >1 mm (7,1 £ 0,17 um) y <0,5 mm (5,5 £ 0,04

um) se determiné que existio diferencia estadistica significativa entre dichos grupos.
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Figura 22: Diametro del citoplasma y grosor de la zona pelicida de ovocitos aspirados de

foliculos con tamafios mayores a 1mm; entre 05-1mm y menor a 0,5 mm durante la valoracién
del experimento.

Los valores obtenidos en el presente estudio respecto al didmetro del citoplasma y el grosor
de la zona pellicida son menores comparado con los descritos por Fernandez et al. (2018),
en el cual se determin6 que el grosor de la zona pellcida fue 12,1 + 2,5 micras, mientras que
el diametro del ovocito fue de 75,6 + 8,2 micras.
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Conclusiones

= La administracion de progesterona oral por 15 dias consecutivos en dosis de 0,22
mg/Kg de peso vivo permite mantener la concentracion de la hormona sobre los
valores basales

= Una vez retirada la fuente de progesterona los niveles de esta hormona descenden a
valores basales, lo cual induce la presencia del celo en una ventana de tiempo entre
2y 4 dias

» El cuerpo lGteo de las cobayas presentd una fase de crecimiento, estatica y regresion

» La concentracion de progesterona se mantiene por debajo de los 2 ng/ml en el dia 1
y 4 del ciclo estral, duplicando sus valores en el diestro: dias 8 y 11

= Se corrobora que la dindmica folicular de la cobaya es bifasica, presentando mayor
poblacion folicular en el dia del retiro de la fuente de progesterona. Ademas, en este
dia se observé mayor cantidad de foliculos disponibles para la aplicacién de
biotécnicas como la superovulacion y la aspiracion folicular

= El foliculo preovulatorio en la cobaya presenté un didmetro entre 0,5-1 mm y estan
presentes en el dia 1 del ciclo estral

= Los foliculos >0,5 mm proporcionaron COC’s de mayor calidad
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Recomendaciones
= Se recomienda continuar con el estudio de la dinamica folicular en este roedor
= Es necesario implementar un estudio de superovulacion basados en estos
principios fisiol6gicos observados en este trabajo
»= Es importante difundir el protocolo de sincronizacion del celo en la cobaya a gente
involucrada en este tipo de explotaciones
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Anexos

Anexo A

Pesaje de cobayas

Anexo B

Valoracion de la apertura de la membrana vaginal
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Anexo C

Toma de muestra (hisopado vaginal)

Anexo D

Muestras de sangre y suero posterior a su centrifugacion
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Anexo E

Ovarios rotulados y listos para ser pesados

Anexo F

Foliculo mayor a 1 mm
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Anexo G

Foliculo menor a 0,5 mm

Anexo H

Tincién de muestras para citologia
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Anexo |

Reactivos del kit Elisa para medir progesterona en suero

(-

Anexo J

Muestras de suero posterior a su incubacion empleando el kit Elisa

Anexo K

Procesamiento de muestras de suero con reactivos
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Anexo L

Ovaocitos recuperados y clasificados por tamafio del foliculo

Anexo M

Toma de datos y pesaje de ovarios mediante la balanza de precision
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Anexo N

Evaluacion de la citologia vaginal
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