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Resumen

La respuesta ovarica de cobayas (Cavia porcellus) se evalué administrando un protocolo de
superovulacion basado en la administracion intraperitoneal de la hormona foliculo
estimulante-recombinante (rFSH). Seleccionando 18 hembras multiparas con edad media de
80+15 dias, con un peso entre 800g y 1150g, tuvieron un proceso de adaptacion de 15 dias
con concentrado. Antes de la superovulacion, las hembras fueron sincronizadas con
progesterona (P4) (Altrenogest®, 0,22mg/kg) via oral durante 15 dias. Al finalizar la
administracion de P4 las hembras fueron divididas aleatoriamente en tres grupos: grupo 1 (A-
rFSH) recibié una dosis total de 30 Ul de rFSH (Gonal-F®) dos veces al dia antes del retiro
de P4; grupo 2 (D-rFSH) recibi6 la misma dosis después del retiro de P4; y grupo 3 (control)
no recibi6 dosis. La administracion de rFSH antes y después del retiro de P4 no modificé la
cantidad de estructuras colectadas en las cobayas. Asimismo, la administracion de rFSH
después del retiro de P4 ocasioné que las hembras entren en celo en menor tiempo (D-rFSH
11,1542,3; A-rFSH 45,15+2,8; C 44,5+4,1 horas, p<0,0001). Al igual que la administracién de
rFSH ocasiona un menor volumen ovérico (A-rFSH 39,8+10,2; D-rFSH 29,648,1 vs. C
75,81+44,5, p <0,01). En conclusioén, la superovulacion con rFSH antes y después del retiro de
P4 no ocasiona efecto sobre la respuesta ovarica de la cobaya y por consiguiente sobre el
ndmero, tipo y calidad de estructuras recuperadas. Sin embargo, muestran modificadas las
caracteristicas morfolégicas del ovario, sugerente a que la administracion de rFSH pudiera

alterar las caracteristicas ovaricas, mas no la repuesta superovulatoria ovarica en cobayas.

Palabras clave: respuesta ovarica, cobayas, hormona foliculo estimulante

recombinante, superovulacion
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Abstract

The ovarian response of guinea pigs (Cavia porcellus) was evaluated by applying a
superovulation protocol through a recombinant follicle-stimulating hormone (rFSH). 18
multiparous females were selected from ages of 80+15 days, weights from 800g and 1150 g,
which had an alimentary adaption process of 15 days with concentrate. Before the
superovulation, females were synchronized with progesterone (P4) (Altrenogest®, 0.22mg/kg)
orally for 15 days. Before the end of the administration of P4 females were randomly divided
into three groups: group 1 (A-rFSH) received a total dose of 30 IU of rFSH (Gonal-F®) twice
a day before the withdrawal of P4; group 2 (D-rFSH) received the same dose after the
withdrawal of P4; and group 3 (control) did not receive any dose. Administration of rFSH before
and after the withdrawal of P4 did not change the number of structures collected in guinea
pigs. Likewise, the administration of FSH after the withdrawal of P4 causes females to enter
into heat season in a shorter time (D-rFSH 11,15+2,3; A-rFSH 45,15+2,8; C 44,5+4,1,
p<0,0001). Like the administration of rFSH, it causes a lower ovarian volume (A-rFSH
39,8+£10,2; D-rFSH 29,6+8,1 vs. C 75,81+44,5, p <0,01). In conclusion, superovulation with
rFSH before and after the withdrawal P4 does not cause an effect on the ovarian response of
guinea pigs and consequently on the number, type and quality of recovered structures.
However, guinea pigs show modified ovarian morphology characteristics, suggesting that
rESH treatment may alter morphology characteristics, but not ovarian superovulation
response in guinea pigs.

Keywords: ovarian response, guinea pigs, recombinant follicle-stimulating hormone,

superovulation
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Abreviaturas utilizadas

rFSH= Hormona foliculo estimulante recombinante
P4= Progesterona

GnRH= Hormona liberadora de gonadotropina
CL= Cuerpo luteo

AMV= Apertura de membrana vaginal
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Introduccién
La domesticacién de roedores como el cobayo (Cavia porcellus) juega un rol importante en
la alimentacion de la poblacion indigena de la Cordillera de los Andes, por cuanto su carne
es la principal fuente de proteina para estas personas. Sin embargo, las condiciones de
crianza de esta especie se encuentran aun en sistemas de produccion artesanal o familiar y
solamente unas pocas explotaciones aplican un modelo de crianza tecnificado (Ramos,
2017).
El cobayo es un animal que se explota para su crianza y consumo, pero también es un animal
que se utiliza de manera habitual desde el siglo 18 en el campo de la investigacion como un
animal de laboratorio (Taylor & Lee, 2012). Es utilizado para estudios reproductivos en
humanos (Edwards et al., 2005), ya que es el Unico de los roedores de laboratorio que posee
un ciclo estral dividido en estro, metaestro, diestro y proestro, asemejandose a las
caracteristicas del ciclo reproductivo de humanos y animales domésticos (Aranibar &
Echevarria, 2014; Chang et al., 2021). El uso de otro roedores como la rata y ratdn son muy
buenos modelos en los campos de biomedicina por su ciclo generacional corto, son prolificos
y su adaptacion a las condiciones de laboratorio son buenas, sin embargo, su utilizacion se
basa primordialmente en el tipo de investigacion que se pretende realizar, por cuanto al ser
una especie utilizada de manera prioritaria en laboratorios no implica que sea un modelo para
todas las investigaciones (Edwards et al., 2005).
Por las caracteristicas mencionadas, las investigaciones que se han realizado hasta ahora
en cobayas se han enfocado en mejorar los diferentes métodos de control de ciclo estral
(Grégoire et al.,, 2012) por medio de la administracion de hormonas exdgenas como
progestagenos y/o prostaglandinas (Salcedo, 2016). El uso de progestagenos en cobayos
logro tener una tasa de sincronizacion de celo de hasta un 95% (Grégoire et al., 2012). Los
resultados obtenidos hasta ahora con prostaglandinas en cobayos no son los deseables, dado
gue esta hormona usada por si sola no ha producido resultados satisfactorios en el control
del ciclo estral (Obregon, 2009).
Otras investigaciones reproductivas en cobayas son la respuesta ovarica a los tratamientos
de superovulacion (Suzuki et al., 2003), esto como objetivo de obtener un mayor nimero de
ovocitos 0 embriones dependiendo el caso, para utilizarlos en estudios futuros o para
desarrollar técnicas de reproduccion asistida en esta especie. Los tratamientos para
promover el aumento del namero fisiolégico de ovulaciones en roedores (ratones, ratas y
cobayos), se basa en la administracion exégena de hormonas gonadotropicas (Grégoire et

al., 2012) y el uso de inmunoneutralizantes como las vacunas contra inhibina (Shi et al., 2000).

Cristhian Erick Cuenca Espinoza — Mateo Sebastian Nauta Diaz



UCUENCA 13

Las gonadotrofinas son constituidas por dos subunidades (cadena a y cadena R) (Pierce &
Parsons, 1981). La cadena A es especifica de especie y tiene una secuencia de aminoacidos
idénticas para todas las hormonas. Por el contrario, la subunidad B es Unica de cada hormona
y determina la especificidad biolégica de la molécula. A todo esto, las subunidades 3 de
diferentes especies comparten una homologia en la secuencia de aminoacidos lo que sugiere
que los prepardos con subunidad 3 reducirian el riesgo de obtener efectos secundarios
indistintamente de la especie (Baenziger & Green, 1988; Pierce & Parsons, 1981).

Al administrar la FSH exdgena se incrementa la concentracion enddégena de ésta, lo que
favorece el crecimiento folicular, la diferenciacion, la maduracién y la ovulacion, siendo
necesario al final de este tratamiento con FSH la administracion de una dosis de hormona
liberadora de gonadotrofinas (GnRH) o de gonadotrofina coridénica humana (hCG) para que
provoque la ovulacién (Edwards et al., 2005).

En afios recientes, se da la introduccién de gonadotrofinas recombinantes obtenidas por
ingenieria genética, con un grado de pureza absoluto y una bioactividad potencialmente
ilimitada que no disponen los preparados actuales como la pFSH (Balasch, 2020; Howles,
1996)

La folitropina alfa (Gonal-F) es uno de los preparados de FSH recombinante estructuralmente
idéntica a la FSH enddgena teniendo potenciales ventajas que han permitido mejorar los
conocimientos sobre el control gonadotréfico del ciclo estral y evitar los efectos secundarios
asociados a la existencia de proteinas contaminantes en los productos comerciales actuales
(Goa & Wagstaff, 1998; Howles, 1996).

De las caracteristicas mencionadas anteriormente se deduce que, si bien ambos preparados
gonadotroéficos son clinicamente utiles, la hormona foliculo estimulante recombinante (rFSH)
tiene una mayor biopotencia en comparacion con la p-FSH, por lo cual la duracién tratamiento
es menor. Ademas, su pureza le confiere la capacidad de evitar posibles efectos secundarios
gue interferirian la accion de la FSH. Sin embargo, existen pocos estudios en los que se haya
utilizado la rFSH en cobayas (Edwards et al., 2005; Tapanainen et al., 1993) siendo necesario
profundizar en su efecto sobre la estimulacion folicular ovarica y el desarrollo embrionario en

estos animales en especial en roedores.

Cristhian Erick Cuenca Espinoza — Mateo Sebastian Nauta Diaz
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1. Objetivos

Objetivo general

Determinar el efecto de un protocolo de superovulacién basado en la aplicaciéon de la hormona
foliculo estimulante-recombinante (rFSH) sobre la respuesta ovarica de cobayas.

Objetivos especificos

» Valorar el efecto de la rFSH sobre la respuesta ovérica de cobayas sincronizadas.

» Valorar el efecto superovulatorio de la rFSH sobre el nimero, tipo y calidad de estructuras
recuperadas.

Cristhian Erick Cuenca Espinoza — Mateo Sebastian Nauta Diaz
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2. Revisién de literatura
2.1. Morfofisiologia del aparato reproductor de la cobaya

2.1.1. Ovarios

Son drganos de color blanco amarillento y de forma ovalada. Se encuentran localizados en
la cavidad abdominal, craneal a los cuernos uterinos y recubiertos por una membrana serosa
(bolsa ovarica). Su didmetro es de 3-6 mm de largo x 2-4mm ancho x 2-3 mm de profundidad
(Hargaden & Singer, 2012). Su irrigacién proviene de la arteria ovarica y uterina (Bufiay &
Zhinin, 2022). Tiene una superficie lisa exceptuando las areas con foliculos maduros que se
proyectan para la ovulacion (Grégoire et al., 2012). Los ovarios tienen una funcion muy
dinamica que se inicia en la pubertad y continda durante toda la vida reproductiva. Como
funcion principal estd el producir ovocitos y secretar hormonas como estrégenos y

progesterona (Pino, 2015).

2.1.2. Oviducto

Los oviductos se ubican lateralmente a la bolsa ovarica (Figura 1) y miden 57 mm de largo x
1,5 mm de diametro (Bufiay & Zhinin, 2022). Este se divide en tres partes: infundibulo, &mpula
e istmo. Estas estructuras cumplen la funcion de transportar ovocitos hacia la interseccién
entre el &mpula e istmo donde se llevard acabo la fertilizacion y desarrollo temprano del

embrién (Aucapifia & Marin, 2016).

Oviductos

Cuernos
Uterinos

Cuerpo |

‘; " 4 Cérvix

Figure 1. Oviductos, Utero y cérvix de cobaya (Cavia porcellus). Adaptado de Grégoire, (2012)
2.1.3. Utero

El dtero es un d6rgano bicorne en forma de “Y”, tiene un cuerpo corto y aplanado dorso-
ventralmente. Los cuernos uterinos miden 30-50mm de largo x 3mm de ancho y disminuye
su diametro en direccion craneo-caudal (Hargaden & Singer, 2012). Su lado dorsal se
encuentra en contacto con el recto y el lado ventral con los intestinos (Figura 2). Su principal

funcion es recibir al embrién para su implantacién y nutricién (Cafién-Beltran et al., 2015).

Cristhian Erick Cuenca Espinoza — Mateo Sebastian Nauta Diaz
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Ovario derecho

Cuerno uterino

Cérvix

Vulva

Figure 2. Aparato reproductor de cobaya (Cavia porcellus). Adaptado de Grégoire, (2012)
2.1.4. Vaginay vulva

Es un érgano constituido por musculo fibroelastico y mide aproximadamente entre 30-40 mm
de largo. Se ubica en la cavidad pelviana relacionandose dorsalmente con el recto y
ventralmente con la vejiga (Hargaden & Singer, 2012). A diferencia de otros roedores, las
cobayas poseen una membrana epitelial que cubre el orificio de la vagina, exceptuandose en
la fase de estroy el parto (Grégoire, 2012). La vulva tiene una abertura en forma de “Y” (Figura
3) y posee un diametro pequefio en relacion con el cuello uterino que llega a medir hasta 25
mm (Solis & Chavez, 2015).

Clitoris Uretra

Figure 3. Vagina y vulva de cobaya (Cavia porcellus). Adaptado de Grégoire, (2012)

2.2. Pubertad

Las crias de cobaya frecuentemente son destetados a los 15-18 dias de nacimiento con un
peso promedio de 200 a 300 gramos (Pino, 2015). Luego del destete, las cobayas se vuelven
muy precoces y pueden alcanzar su pubertad a los 28 o 30 dias de edad, pero no se aconseja

Cristhian Erick Cuenca Espinoza — Mateo Sebastian Nauta Diaz
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a tener hembras y machos juntos a edades muy tempranas ya que puede ser prefiada por su
propio padre (Aliaga, 1990). Si bien es cierto que las hembras alcanzan su madurez sexual a
los 28 a 30 dias, esto no quiere decir que sea Optima para ser cubiertas por el macho y aptas
para ser madres. Teniendo como producto crias completamente pequefias y raquiticas,

susceptible a enfermedades (Aliaga, 1990).

2.3. Ciclo estral

Las cobayas son Poliéstricas continuas y ovulacién espontanea. La hembra es sexualmente
madura a los tres meses de edad (Grégoire, 2012) y tienen un promedio de duracién del su
ciclo estral de 16+3 dias, teniendo un promedio de ovulacion de 3,14 foliculos por ciclo
(Aranibar & Echevarria, 2014). La duracién de cada fase del ciclo estral se detalla en la Tabla
1.

Las hembras pueden aparearse con un peso aproximado de 800 gramos, tomando en cuenta
qgue su peso influye en un mejor tamafio de la camada y peso de las crias al nacimiento y
destete (Aliaga, 1990).

Tabla 1. Duracion de las fases del ciclo estral en cobayas.

FASE DURACION
PROESTRO 14 horas
ESTRO 8-9 horas

METAESTRO 18-24 horas
DIESTRO 13-16 dias

Adaptado de Aranibar & Echevarria, (2014)

2.3.1. Proestro
Esta etapa dura alrededor de 14 horas y se presentan cambios externos como aumento
considerable del tamafio y flujo sanguineo de los genitales externos, ademas de secreciones

serosas (Aranibar & Echevarria, 2014).

2.3.2. Estro

El estro, también denominado calor o celo, dura alrededor de 8 a 11 horas y ocurre
frecuentemente en la noche. La cobaya empieza presentando inquietud, estiramiento de la
espalda, elevacién de la pelvis, mucosidad vaginal y acepta la monta del macho. Esta etapa
también se observa a las 2-3 horas post-parto (Obregdn, 2009). (Aranibar & Echevarria,
2014). La ovulacion es de forma espontanea y ocurre 10 horas después de haberse iniciado
el celo (Hargaden & Singer, 2012); estos 6vulos tienen aproximadamente 15 horas de vida.
De 3 a 4 horas después del parto se produce un celo con ovulacion, la cual la hace fértil

existiendo en consecuencia madres lactantes y gestantes a la vez (Obregon, 2009).
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2.3.3. Metaestro

En esta etapa existen un rechazo total de la hembra hacia el macho, dura de 18 a 24 horas.

2.3.4. Diestro
En este periodo el cuerpo liteo aumenta de tamafio y el Gtero ya es apto para permitir la
gestacion y desarrollo del embridn. A diferencia de las etapas anteriores, el diestro dura

aproximadamente de 13 a 16 dias (Ruiz et al., 1998).

2.4.  Funcionamiento endocrino

Ademas de la produccion de ovocitos, el ovario tiene importante funcién de secretar hormonas
sexuales femeninas, como estrogenos y progesterona (Pino, 2015). Durante el estro, se
produce principalmente los estrégenos por las células de la granulosa. Asimismo, convierten
los andrégenos secretados por las células de la teca interna en estrogenos. Estas inducen el
crecimiento y desarrollo del aparato reproductor femenino y mostrar el comportamiento de
celo (Grégoire et al., 2012).

Los principales érganos productores de progesterona son: las células liteas y también la
placenta (Balgobin et al., 2013). Esta estimula el desarrollo de glandulas uterinas, lo que
ocasiona que el endometrio se acondicione para ser receptivo a la implantacién del embrién
(Grégoire et al., 2012).

El crecimiento y maduracion de los foliculos estan controladas por hormonas gonadotroéficas
pituitarias, hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona luteinizante (LH). El nivel maximo
de FSH ocurre un dia antes de presentar el celo. Consecuente a la secrecién ovérica de
estrégenos, se dispara una liberacion de un pico ovulatorio de LH, nivel maximo de LH,
induciendo asi la ovulacion (Grégoire et al., 2012). La LH, a su vez, inicia la formacion del
cuerpo lateo al interactuar con receptores de la pared folicular ya rota, iniciando asi la
luteinizacion y secrecidn de progesterona. Si existe gestacién, el cuerpo lateo persiste. Si no,
la regresion del cuerpo lateo se da por el principal factor luteolitico, la prostaglandina F2,
(Pino, 2015).

2.5. Ruptura de membrana vaginal

El monitoreo de los cambios en la membrana vaginal es una simple pero valiosa forma de
diagnosticar ciertos periodos del ciclo estral, descrito por primera vez en la investigacion de
Stockard & Papanicolau., (1919). Durante la actividad estral, el orificio vaginal externo se
encuentra mas 0 menos abierta en la que se puede observar un poco de liquido o sangre.
Esto es debido a que la vulva se inflama muy levemente antes del estro y la membrana
estirada se rompe. Por lo tanto, al romperse la membrana es el momento en que la hembra

esta en celo y lista para copular. El cierre de la membrana no solo se da en la cobaya joven,
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sino que se ird destruyendo regularmente y se reforma después de cada periodo de celo

durante toda la vida de la hembra (Wilson et al., 2021).

2.6. Fecundacion

Después de la ovulacion, los ovocitos viajan al &mpula en 3-4 horas y luego permanecen ahi
alrededor de 30 horas. El momento exacto de fecundacion no ha sido determinado con
precision, pero se estima que tiene lugar entre 1 y 2 horas de llegar al ampula (Grégoire,
2012). Una vez fecundado, los embriones viajan a través del oviducto y entran al Gtero
aproximadamente 72 horas post fecundacion en una etapa de desarrollo de 8 a 12 células
(Chavatte-Palmer & Guillomot, 2007). La implantacién tiene lugar el dia 6 después de la

ovulaciéon (Chavatte-Palmer & Guillomot, 2007; Grégoire, 2012) (Figura 4).
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Figure 4. Cronologia del desarrollo embrionario. Adaptado de Grégoire, (2012)

2.7. Protocolos de sincronizacion

Los principales tratamientos para el control del ciclo estral en cobayas, se basan en la
utilizacién de hormonas exdgenas como progestagenos y/o prostaglandinas (Salcedo, 2016).
La progesterona enddgena se inactiva por su avanzado metabolismo (Orizaba-Chéavez et al.,
2013), por lo que se opta por mecanismos externos para la sincronizacion. La progesterona
exdgena nos ayuda a mantener niveles altos de la misma en el organismo de las cobayas,
blogueando asi las ovulaciones consecutivas con las regresiones de cuerpos luteos, con la
finalidad de que se inicie un nuevo ciclo al retiro de la progesterona (Grégoire et al., 2010) Es
por esto que el uso de progestagenos en cobayos logra tener una tasa de sincronizacion del
celo de hasta un 95% (Grégoire et al., 2012). Las cobayas al presentar un ciclo estral de 16+3
dias (Aranibar & Echevarria, 2014) se sugiere realizar estos protocolos por 15 dias (Grégoire
et al., 2010).
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Por otra parte, los resultados obtenidos hasta ahora con prostaglandinas en cobayas no han
sido satisfactorios, dado que, esta hormona usada por si sola no responde adecuadamente

para controlar el ciclo estral (Obregén, 2009).

2.8. Superovulacion

Para llegar a producir embriones de cobaya se necesita poder controlar el ciclo estral. En
primera instancia, se debe sincronizar el celo para asi obtener embriones en etapa de mérula
o de blastocito temprano para finalmente, sincronizar la transferencia de embriones (Grégoire
et al., 2012).

Diversos estudios se han realizado describiendo el desarrollo folicular durante el ciclo estral
de las cobayas. Cuando se requiere de un mayor numero de embriones, se usan
gonadotropinas antes de la cépula para incrementar el nimero de ovocitos ovulados,
induciendo la superovulacion (Portelli, 2013).

Aungue se ha intentado inducir la superovulacion utilizando FSH o EcG, no se ha obtenido
resultados consistentes. Esto indica que es muy dificil inducir de forma exitosa la
superovulacién en cobayas. Uno de los estudios que tuvo éxito fue de Garza et al, (1984) en
el que aplicaba hormona luteinizante (LH) induciendo la superovulacion al prevenir la atresia
de los foliculos en desarrollo. Asi mismo, Shi et al (2000) realiz6é una investigacion donde us6
antisuero en contra de la inhibina, que al parecer induce mdultiples ovulaciones al producir un
aumento de la concentracion en el plasma de FSH. Indicando asi que la inhibina ya no
produce su efecto de retroalimentacion negativa en la regulacion de la FSH. También se ha
probado que la hCG, la cual se usa mucho en ratones y otros animales, no tienen una funcion
eficiente en cobayas (Donovan & Lockhart, 1972).

La hormona foliculo estimulante (FSH) recombinante fue introducida al mercado en los afios
90s y es usada junto con hCG en clinicas de fertilidad humana, pero su uso en animales ha
sido muy limitado. Edwards et al., (2005), en su estudio con FSH recombinante en ratones,
demostrd que la respuesta ovarica maximay la produccion de un mayor nimero de embriones

resultd de la estimulacién con dosis de 10y 20 Ul.

2.9. Gonadotropinas recombinantes

A partir del afio 2000, ocurri6 la introduccion de las denominadas gonadotrofinas
recombinantes que se obtienen por ingenieria genética mediante la integracion estable del
gen que codifica la hormona en el genoma de la célula huésped, en este caso los mamiferos
(Balasch, 2020).

Las gonadotrofinas enddgenas son constituidas por dos subunidades (cadena a y cadena R)
(Pierce & Parsons, 1981). La cadena a es la que especifica la especie y tiene una secuencia
de aminoécidos idénticas para todas las hormonas. Por el contrario, la subunidad 3 es Unica

de cada hormona y determina la especificidad bioldgica de la molécula. A todo esto, las
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subunidades R de diferentes especies comparten una homologia en la secuencia de
aminoacidos lo que sugiere que los preparados con subunidad 3 reducirian el riesgo de
obtener efectos secundarios indistintamente de la especie (Baenziger & Green, 1988, Pierce
& Parsons, 1981).

La folitropina alfa (Gonal-F) es un preparado de FSH recombinante estructuralmente idéntica
a la FSH enddgena teniendo potenciales ventajas que han permitido mejorar los
conocimientos sobre el control gonadotréfico del ciclo estral y evitar los efectos secundarios
asociados a la existencia de proteinas contaminantes en los productos actuales en
comercializacion (Goa & Wagstaff, 1998; Howles, 1996). La homenclatura de este producto
no tiene nada que ver con las subunidades antes mencionadas y solo se refiere al orden

cronoldgico en el que fue comercializado.
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3. Materiales y métodos

3.1.

Tabla 2. Materiales usados en trabajo de campo.

Materiales

22

Materiales fisicos

Materiales biolbgicos

Jeringas de 1, 5, 20y 60 ml
Guantes de nitrilo
Torundas

Caja de Bisturi 22G

Equipo de diseccién
Catéteres de 16G

Agujas hipodérmicas 24G
Tubos Eppendorf

Toalla desechable
Recipientes ambar estéril 30ml
Hielera

Gel refrigerante

Cobayos hembras y machos
Embriones
Utero

Ovarios

Materiales quimicos

Materiales de laboratorio

FSH recombinante

Progesterona

GnRH

Solucién jabonosa de yodo
Solucién salina taponada de fosfato
Lactato de Ringer

Solucion Estéril para inyeccion

Estereomicoscopio

Cajas Petri de inspeccion
cuadriculada

Cajas Petri de exploracion
Platina de calefaccion

Gradilla de laboratorio

3.2.

Metodologia

3.2.1. Areade estudio

La presente investigacion se llevd a cabo en la granja Irquis y en el Laboratorio de

Biotecnologia de la Reproduccion de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad

Cuenca, localizado en el km 23 de la via Cuenca-Girén, a la altura de la Parroquia Victoria
del Portete (latitud -3.080534 y longitud -79.075352; Figura 5), a una altitud de 2663 m s.n.m.

La precipitacion media anual es de 789 mm, y la temperatura oscila entre 10 y 15 °C.
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Figure 5. Mapa satelital, ubicacion geogréafica Granja Irquis de la Facultad de Ciencias

Agropecuarias de la Universidad de Cuenca. Tomado de Google Earth (2022)

3.2.2. Preparacién de las unidades experimentales

Para el estudio se seleccionaron 21 cobayas multiparas con una edad media de 80+15 dias
y un peso entre de 800 y 1150 gramos, provenientes de un nicleo de cobayos de diferentes
cruces de lineas genéticas Perq, Inti y Andina. De las 21 hembras solo sobrevivieron 18 que
fueron distribuidas en tres tratamientos.

A estos animales se los adapté por quince dias con un concentrado pelletizado a base de
forraje. En este periodo se alojaron en una jaula de 2x3 m (Anexo A). Luego, las hembras
fueron distribuidas aleatoriamente en una jaula dividida en tres secciones para cada grupo
experimental, que permitié albergar 3 animales en cada una (Anexo B). Todas las hembras
fueron sometidas a un protocolo de sincronizacién de celo con un progestageno, Altrenogest
[0,22mg/kg; Regumate®, MSD, Espafia), via oral durante 15 dias (Anexo C). Se considero
dia 0 como el dia de finalizacion de la sincronizacion, es decir, el dia que se retiré la
progesterona.

Las cobayas fueron aleatoriamente asignadas a tres grupos de animales (Figura 6): Grupo 1
(n=7): recibié una dosis total de 30 Ul rFSH (Gonal-F®, Merck, Alemania, Anexo D) dos veces
al dia, los dias -2, -1 y 0 del retiro del progestageno. Grupo 2 (n=7): recibié la misma dosis
de rFSH, los dias 0, +1 y +2 del retiro del progestageno. El Grupo 3 (n=4) no recibié ninguna
dosis de rFSH, y se consideré el grupo control.

Asimismo, 12 horas después de la ultima dosis de rFSH las hembras de los Grupo 1y 2
recibieron una dosis de 30 Ul de hormona liberadora de gonadotropinas (Gonadorelina,
Fertagyl MSD Salud Animal, S.A. de C.V, México), para estimular la ovulacion de todos los
foliculos.
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El dia del retiro del progestageno se introdujo un cobayo macho en cada jaula experimental
para que montara a las hembras, ademas se revisaron diariamente para detectar la apertura
de la membrana vaginal, y que fue referencia del dia de inicio del celo. A las 9624 horas
después del apareamiento, se recolectaron las estructuras a través del lavado de oviductos y
Utero, para luego ser clasificadas. Se valoraron los diAmetros de cada ovario para determinar
el volumen ovérico (VO) y también se valoré el nimero de cuerpos liteos y de foliculos
presentes en cada ovario, asi como el didmetro de los cuerpos luteos y foliculos.

Retiro Altrenogest

GRUPQ 1 +r-FSHS5Ulamy 5
I:lll [31_1‘1_+ el Dia del
Inicio Introduccion de apareamiento 7 Lavado de
macho oviductos y utero +

Altrenogest

viaoral r-FSHS5UI r-FSH 5 UI conteo de cuerpos

amy5Ul amy5 Ul GnRH lateos y foliculos
I pm pm 30 Ulam I
-llﬂ -1 -2 (I) 12h 96+24 horas

después del dia
apareamiento

Revision diaria de apertura
de la membrana vaginal

Retiro Altrenogest

GRUPO2 +r-FSH5Ulamy 5
Uil pm del Dia del

Inicio Introduccion de apareamiento _ Lavado fjc
Altrenogest macho oviductos y Gtero +
via oral r-FSH 5 UI r-FSH 5 Ul conteo de cuerpos
amySUI amy5UI GnRH luteos y foliculos

I pm pm 30 Ul am |
_||5 ||] 1 2 12h I 96+24 horas

después del dia
apareamiento

Revision diaria de apertura
de la membrana vaginal

GRUPO 3
Retiro Altrenogest
+ Introduccion del Dia del
Inicio macho apareamiento ) Lavado ’de
Altrenogest oviductos y ttero +
via or;l conteo de cuerpos
lateos y foliculos
| |
| I
-15 0 96+24 horas

después del dia
de apareamiento

Revision diaria de apertura
de la membrana vaginal

Figure 6. Protocolo de sincronizacion y de estimulacion ovéarica con rFSH antes del retiro de
P4 (Grupo 1, A-rFSH), después del retiro de P4 (Grupo 2, D-rFSH), y sin aplicacion de rFSH
(Grupo 3, Control).

3.2.3. Preparacién de dosis de r-FSH
Las dosis de r-FSH se prepararon con dos inyecciones dosificadoras de folitropina alfa

(Gonal-F®, Merck, Alemania). La folitropina alfa es un preparado estructuralmente idéntico a
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la FSH end6gena. La presentacion utilizada fue de 300 U1/0,5ml (22 pug/ml) prellenadas en un

cartucho inyector. Dado que la presentacion es de 0,5 ml esta se tuvo que diluir para su

posterior uso.

Procedimiento para preparacion de viales:

= Se colocéd 1 ml de Gonal-F® a un recipiente &mbar estéril de 60 ml.

= Se coloco 59 ml de solucion estéril en el mismo recipiente ambar para completar los 60ml
del preparado y se mantuvo en refrigeracion hasta distribuir en cada vial de 1 ml que
contenia 10Ul

» A cada cobaya se dosifico 30UI.

3.2.4. Revision de apertura vaginal

Para el monitoreo diario de los cambios en la membrana vaginal se siguidé la metodologia
descrita por Wilson et al., (2021). Brevemente consistié en sujetar a la hembra de forma
segura usando el pulgar y el dedo indice para manipular suavemente la abertura vaginal;
luego se observo si la membrana estaba “cerrada” o “abierta” (Anexo E y F; Figura 7). Este
procedimiento se realiz6 diariamente en la mafana (9:00am) y tarde (16:00 pm), hasta
observar la membrana vaginal perforada. Al visualizar la apertura de la membrana vaginal se

registro la fecha y la hora en la que se observé por primera vez esta estructura perforada.

Figure 7. Monitoreo de la apertura de membrana vaginal (AMV) en cobayas. Durante el
periodo latente del ciclo estral la membrana se ve cerrada (A, B). De cuatro a cinco dias antes
de ovular, la membrana cambia de color y se empieza a perforar (C). Cuando se da la
ovulacion, la membrana se perfora y aumenta la secrecion vaginal de moco (D). Luego de la

ovulacion, la membrana se empieza a cerrar (E, F). Tomado de Wilson et al., (2021)
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3.2.5. Lavado de oviducto, Utero y recuperacion de estructuras

Todas las hembras se sacrificaron por inyeccién intraperitoneal (Flecknell, 1990) de
pentobarbital sddico a una dosis duplicada segun la concentracion del farmaco (40mg/kg;
Euthanex®, INVET, Colombia) luego de 96 horas de la comprobarse la apertura de la
membrana vaginal.

Para el lavado del tracto reproductor de la hembra se siguié la metodologia descrita por
Suzuki et al., (2000), que brevemente consistio en rasurar la zona del abdomen y desinfectarla
con una solucion jabonosa de yodo. Posteriormente, cada cobaya se colocé en decubito
dorsal y se realiz6 una incision de 4 cm a lo largo de la linea alba. Luego se localiz6 el tracto
reproductivo, y se extrajo el Utero y los ovarios (Anexo G), que se colocaron en una solucion
salina buffer de fosfato (PBS) a 37 °C hasta llevar al laboratorio.

Para el lavado de los oviductos y Utero se utilizé la misma solucién buffer fosfato. Las
estructuras se recolectaron mediante un flushing de los oviductos y cuernos uterinos. Este
procedimiento consistié en localizar la zona del infundibulo, abrirlo e introducir una aguja
hipodérmica de 30G (0,30mm de diametro) fijar la aguja y adaptarla a una jeringa para lavar

por tres ocasiones (Anexo H y I). Este mismo procedimiento se realiz6 a los cuernos uterinos.

3.2.6. Evaluacién del desarrollo y calidad de estructuras colectadas

La valoracion y clasificacion morfolégica de las estructuras se realizd siguiendo la
metodologia descrita por Suzuki et al., (2000) que brevemente consiste en evaluar las
estructuras bajo la luz de un estereomicroscopio con un aumento de 50 a 100x (Anexo J).
Primero se clasifico las estructuras en ovocitos sin fecundar y embriones.

Luego, se evaluo el estadio de desarrollo y la calidad del embrién en relacién con el momento
estimado de ovulacion siguiendo las recomendaciones de la Sociedad Internacional de
Transferencia de Embriones (IETS, por sus siglas en inglés) (Stringfellow et al., 1998) (Figura
8), adaptandolo a nuestro estudio segun las indicaciones de Suzuki et al., (2000) y Suzuki et

al., (1993) de estructuras aptas y no aptas.
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Figure 8. Calidad del embrién segun la Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones

(IETS, por sus siglas en inglés). Tomado de Stringfellow et al., (1998)

3.2.7. Volumen ovérico, numero y didmetro de cuerpos luteos y foliculos

Asimismo, al término del lavado se cuantificé el nimero de cuerpos luteos y de foliculos en
los ovarios para conocer la respuesta al tratamiento superovulatorio (Anexo Ky L). También,
se valoro el diametro de cada ovario para determinar el volumen ovérico y también el didmetro
de cada cuerpo luteo y foliculo. Los ovarios recolectados fueron colocados sobre un papel
milimetrado y medidos bajo el lente de dos estereomicroscopios (Smz745, Nikon, Japon;
Sz61, Olympus, Japon) (Anexo M). Para mayor precisibn se tomaron fotografias de los
ovarios para ser medidos en un software (ImageJ, Java; Anexo N).

Para hallar el didmetro ovarico, cada ovario fue medido en tres planos (largo, ancho y
profundidad) (Carpio, 2014) como se puede observar en la Figura 9. El volumen ovarico se
calculé mediante la formula de volumen esférico descrito por Penitente-Filho et al., (2015) en

su estudio con bovinos, y expresado en mm?2.

Volumen ovéarico (mm3) = 0,5 x D1 x D2 x D3

Figure 9. Esquematizacion de la medicion del volumen ovéarico. Tomado de Penitente-Filho
et al., (2015)
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Asimismo, los didmetros del cuerpo luteo y foliculos fueron medidos, pero con dos planos
(largo x ancho, Figura 10). Se obtuvo mediante la media aritmética de ambas medidas (D1 y

D2) y expresado en mm (Penitente-Filho et al., 2015).

Diametro (mm) = (D1+D2) / 2

Figure 10. Esquematizacibn de la medicion del diametro del cuerpo lateo.
Adaptado de Penitente-Filho et al., (2015)

3.3. Procesado y analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron tabulados en una base en Excel y posteriormente se analizaron
mediante el paquete estadistico STATISTICAS® 12.0 (Starsolf., Tulsa, Oklahoma, EE.UU.).
Se realiz6 una prueba de Shapiro Wilk para determinar la normalidad de los datos numéricos
de todas las variables. Los efectos de la administracion de la hormona foliculo estimulante
sobre la respuesta (nUmero de cuerpos luteos, foliculos y estructuras recolectadas) y
caracteristicas morfométricas ovaricas (diametro de cuerpos luteos, foliculos y volumen
ovarico) se analizaron mediante un andlisis de varianza (ANOVA). Para determinar las
diferencias entre grupos se utilizé la prueba post hoc de Sheffé. Los datos presentados en
las figuras se expresaron como valores mediosterror estdndar de la media y los datos
presentados en tablas se expresaron como valores mediostdesviacion estandar. Las

diferencias se consideraron estadisticamente significativas a partir de p<0,05.
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4. Resultados

4.1. Clasificacion de estructuras recuperadas

Posterior al lavado del utero y oviductos, se realiz la valoracién y clasificacién morfolégica
de las estructuras recuperadas (Tabla 3). Se obtuvieron 6 estructuras de las 18 cobayas que
se usaron en el estudio. De estas estructuras se obtuvieron 4 foliculos no fecundados y 2
embriones. En el grupo D-rFSH no se recolectd ningln embrién. Finalmente, solo un embrion

fue considerado como apto.

Tabla 3. Clasificacion de estructuras recuperadas.

n TEST UFO EMBRIONES CEST
MOR BLAST A NA
A-rFSH 7 2 1 1 1 1
D-rFSH 7 2 2 2
C 4 2 1 1 2

n=namero de cobayas. TEST= Total de estructuras. UFO= Ovaocito sin fecundar. MOR=
moérula. BLAST= blastocisto. CEST= Calidad de estructuras. A= Apto. NA= No apto. A-
rFSH= Aplicacién de rFSH antes del retiro de P4. DFSH= Aplicacion de rFSH después
del retiro de P4. C= Sin aplicacion de rFSH.

4.2. Respuesta ovarica de cobayas sincronizadas

Las diferentes caracteristicas de las hembras en las que se incluyen apertura de la membrana
vaginal, nimero y didmetro de estructuras ovaricas se resumen en la tabla 4. A la revision de
apertura de membrana vaginal (AMV) de todas las cobayas después del retiro de la fuente

de progesterona, las hembras mostraron AMV a las 31,75+£18,4 horas.

Tabla 4. Valores medios y desviacion estandar de las diferentes variables sobre la

respuesta ovarica de las cobayas.

95% del intervalo de confianza para la media

n X+ DE Limite inferior Limite superior

FAMV (horas) 14 52,2+42,6 27,5 76,8
PAMV (horas) 14 31,8184 16,4 47,1
VO (mm?3) 14 55,9+36,5 25,4 86,5
CLs 14 2,6+1,6 1,3 3,9
DCLs (mm) 14 1,004 0,7 1,3
FOLs 14  3,3+1,9 1,6 4,9
DFOLs (mm) 14 1,715 0,5 2,9
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FAMV= Numero de horas transcurridas desde la aplicacion de rFSH hasta la apertura de
membrana vaginal (AMV). PAMV= Numero de horas transcurridas desde el retiro de la fuente
de progestageno hasta AMV. VO= Volumen Ovarico. CLs= NUmero total de cuerpos liteos.
DCLs= Diametro de los cuerpos liteos. FOLs= Numero total de foliculos. DFOLs= Diametro

de foliculos.

El analisis de la AMV mostré que las cobayas a las cuales se les aplico la rFSH antes del
retiro de la fuente de progesterona (grupo A-rFSH), y a las que no se les aplic6 hormona
(grupo control), tardaron méas horas en abrir la membrana vaginal y por lo tanto demostraron
conducta estral en mayor tiempo que las cobayas a las que se le aplic6 hormona rFSH
después del retiro de la fuente de progesterona (grupo D-rFSH) (A-rFSH 45,15+2,8; C
44,5+4,1 vs. D-rFSH 11,15+2,3; p<0,0001).

Del mismo modo, al revisar la AMV desde el momento de la aplicacién del tratamiento de
rFSH, el grupo A-rFSH presentd un mayor tiempo para apertura de membrana vaginal en
comparacion con el grupo D-rFSH (93,14+2,7 vs. 11,14+2,2; p <0,0001) (Figura 11Ay 11B).
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Figure 11. Monitoreo de apertura de membrana vaginal (AMV) de cobayas desde el retiro de
la fuente de progesterona (Altrenogest) hasta la manifestacion de celo (panel A) y monitoreo
de la apertura de membrana vaginal de cobayas desde el inicio de la aplicacién del
tratamiento con rFSH hasta la manifestacion de celo (panel B). Cobayas a las que se les
aplicaron diferentes dosis de rFSH antes (Grupo A-rFSH) o después (Grupo D-rFSH) del retiro
de la progesterona y cobayas sin aplicacion de rFSH (Grupo Control). Diferentes letras

minUsculas expresan diferencias significativas entre los grupos (a-b p<0,0001).

Las caracteristicas morfométricas del ovario demostraron que el valor medio del volumen
ovarico de todas las hembras del estudio fue de 55,9+36,5 mm?3 (Tabla 4). Asi mismo, ambos
grupos a los cuales se les aplico la hormona rFSH mostraron un volumen ovarico menor y
similar entre ellos en comparacion del grupo control (A-rFSH 39,8+10,2; D-rFSH 29,6+8,1 vs.
C 75,8%£44,5, p<0,01. Figura 12).
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Figure 12. Volumen ovarico en mm?® (VO) en cobayas sometidas a un tratamiento de
superovulacién con r-FSH. Cobayas a las que se les aplicaron diferentes dosis de rFSH antes
(Grupo A-rFSH) o después (Grupo D-rFSH) del retiro de la progesterona y cobayas sin
aplicacion de rFSH (Grupo Control). Diferentes letras minusculas expresan diferencias

significativas entre los grupos (a-b p <0,05).

El nimero total de cuerpos luteos (CLs) observados en cobayas en el dia del sacrificio no
difirié entre los tratamientos (A-rFSH 3,2+1,8; D-rFSH 2,7+1,1; C 3,0£1,6, p >0,05. Figura
13A).

A

Ndmero total de CL
Didmetro de CL (mm)
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=
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A-rFSH D-rFSH Control

Figure 13. Numero total de cuerpos luteos (CLs) en cobayas sometidas a un tratamiento de

superovulacion con rFSH (Panel A); Didmetro de cuerpos lateos (DCLs) en cobayas

Cristhian Erick Cuenca Espinoza — Mateo Sebastian Nauta Diaz



UCUENCA 2

sometidas a un tratamiento de superovulacion con rFSH (Panel B); y Numero total de foliculos
en cobayas sometidas a un tratamiento de superovulacion con rFSH (Panel C). Cobayas a
las que se les aplicaron diferentes dosis de rFSH antes (Grupo A-rFSH) o después (Grupo D-
rFSH) del retiro de la progesterona y cobayas sin aplicacion de rFSH (Grupo Control). No

existe diferencias significativas entre los grupos.

El diametro de los cuerpos luteos (DCLs) observados en cobayas en el dia del sacrificio no
difirié entre tratamientos (A-rFSH 0,96+0,17; D-rFSH 0,78+0,22; C 1,1+0,5, p>0,05. Figura
13B). El nimero total de foliculos observados en cobayas en el dia del sacrificio no difirié
entre los tratamientos (A-rFSH 2,33+1,15; D-rFSH 3,0+2,0; C 52,8, p>0,05. Figura 13C), a
pesar de que el Grupo control presenté numeéricamente un nimero total de foliculos mayor

gue los demas grupos.
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Figure 14. Diametro de foliculos (DFOLs) en cobayas sometidas a un tratamiento de
superovulacion con Rfsh. Cobayas a las que se les aplicaron diferentes dosis de rFSH antes
(Grupo A-rFSH) o después (Grupo D-rFSH) del retiro de la progesterona y cobayas sin
aplicacion de rFSH (Grupo Control). Diferentes letras minusculas expresan diferencias

significativas entre los grupos (a-b p <0,05).

La valoracién del diametro folicular mostré que el grupo control y A-rFSH tuvieron un valor
medio mayor y similar respectivamente, que del grupo D-rFSH (A-rFSH 2,07+1,4; C 3,34+0,4
vs. D-rFSH 0,3+0,07; p<0,05, Figura 14).
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5. Discusion

Los resultados del presente estudio sugieren que la aplicacion de un protocolo de
superovulacion basado en la administracion de la hormona foliculo estimulante recombinante
(rFSH) antes y después del retiro de una fuente de progesterona (P4) no ocasiona un efecto
sobre la respuesta ovarica de cobaya y por consiguiente sobre el nimero, tipo y calidad de
estructuras recuperadas. Sin embargo, las cobayas muestran que tienen modificada las
caracteristicas morfologicas del ovario, lo que sugiere que la administracion de rFSH como
parte del tratamiento de superovulacién pudiera alterar la morfologia, mas no la respuesta
ovarica en cobayas.

Un total de seis estructuras (2 mérulas y 4 ovocitos sin fecundar) fueron obtenidas después
de 96124 horas (4+1 dia) del apareamiento. Chavatte-Palmer & Guillomot (2007) indican que
en cobayas (Cavia porcellus) aproximadamente a las 84 horas (3,5 dias) después de la
fertilizacion, se puede visualizar un embrién de 8-16 células; a pesar que los datos de este
estudio no son iguales a los nuestros, si guardan una relacién cercana. Se sabe que en
condiciones fisiolégicas, un embrién deberia alcanzar el lumen y en un lapso de 144 horas (6
dias) deberian estar implantados a nivel de los cuernos uterinos tomando como referencia el
dia de la copula; lo que indica que el periodo de tiempo en el que nosotros obtuvimos las
estructuras esta en concordancia con el trabajo reportado por Chavatte-Palmer & Guillomot,
(2007). Por lo que suponemos que el mejor dia para la recogida de embriones de cobayas
superovuladas o no, es el 96£24 horas segun nuestro estudio; aunque es algo que no se
puede comprobar en las condiciones en las que se realizd el presente estudio.

Edwards et al., (2005) en su estudio con ratones demuestra que la estimulacién ovérica
inducida con r-FSH a dosis bajas (5 Ul) retrasa el desarrollo de embriones, afecta la calidad
embrionaria y disminuye la actividad ovarica. Pero sugiere que el numero de embriones
producidos con dosis altas (>20 Ul) tiene impacto positivo en el desarrollo de los embriones,
reflejandose en el reclutamiento de foliculos que normalmente se vuelven atrésicos, asi como
foliculos que se ven inducidos a madurar antes de tiempo. Sin embargo, en nuestro estudio
a pesar de usar una dosis total de 30 Ul por animal no se obtuvieron los resultados esperados,
no obstante, los embriones obtenidos se encontraban en un desarrollo adecuado segun su
edad post-fertilizacion.

Durante la etapa de celo del ciclo estral en la cobaya se da el proceso de la ovulacion, este
evento fisioldgico en esta especie puede ser valorado a través de la visualizacion de la
apertura de la membrana vaginal (AMV) que nos da como referencia del momento gue inicia
el celo, que fue descrito por primera vez por Stockard & Papanicolau, (1919) en ratones. En
nuestro estudio valoramos la AMV siguiendo dos criterios: desde el retiro de la fuente de P4

(PAMV) y desde el momento de la aplicacién de la hormona rFSH (FAMV), para valorar si la
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administracién de rFSH podria tener un efecto sobre la AMV. Las cobayas a las que se les
administr6 FSH en el momento del retiro de la fuente de progesterona demostraron a los
11,15+2,3 horas después del retiro de P4, lo que sugiere que la administracion de esta
gonadotropina recombinante tiene efecto sobre el desarrollo folicular. En algunos estudios se
ha reportado que la AMV ocurre dentro de 24 a 72 horas luego de la revision diaria de la MV
durante el ciclo estral de cobayas o puede ocurrir dentro de 72 horas después del retiro de
una fuente de progesterona (Altrenogest) (Wilson et al., 2021; Grégoire et al., 2012).

La diferencia de AMV del grupo D-rFSH (11,15+2,3 horas) coincide que la superovulacion se
inicia un dia después del retiro de P4, que segun (Obregdn, 2009), la cobaya en este tiempo
estaria en etapa de proestro del ciclo estral, con una duracion de 12+2 horas (Aranibar &
Echevarria, 2014), que coincide con el tiempo de este grupo al demostrar conducta estral, y
por lo tanto, apertura de membrana. El desarrollo folicular ser4 mejor, en el grupo D-rFSH, al
no existir P4 que limite su crecimiento. Y el grupo control, al no recibir dosis de rFSH, no
tendra ningun estimulo ovarico.

Desde el momento de la administracion de hormona rFSH, la AMV en el grupo A-rFSH
también ocurrié en mayor tiempo en comparacién con el grupo D-rFSH, lo que sugiere que la
manifestacion de conducta estral esta relacionada directamente con el desarrollo de los
foliculos y que este desarrollo puede coincidir con niveles altos de progesterona y como se
menciond anteriormente una fuente de P4 podria retrasar el desarrollo de o los foliculos.

En este estudio se observd un menor volumen ovarico en ambos grupos de cobayas a las
gue se les administrd rFSH, indistintamente del momento de aplicacién (antes o después del
retiro de P4), en comparacion con el grupo control. Estos resultados concuerdan con los
valores normales de morfometria ovarica de cobayas, evaluadas por Punniakotti et al. (2022),
quienes midieron el diametro ovéarico de cobayas normales y timectomizadas. Y también
concuerdan con los resultados reportados por Cavia et al., (2022) que midio el diametro
ovarico normal de dos lineas de cobayas de Sudamérica. Sin embargo, en nuestro estudio el
volumen ovarico mayor se observo en el grupo control. Esta diferencia en el volumen ovarico
se debid a que este grupo presentd foliculos de mayor tamafo (3,34t0,4 mm). La
estimulacion del tamafio folicular se debe directamente a la accion de las hormonas
gonadotréficas que pudo ser asincrénica, dando como resultado foliculos preovulatorios de
mayor tamafio que no responden adecuadamente a las concentraciones altas de las
hormonas lo que resulta en el desarrollo de quistes foliculares (Astapova et al., 2019; Bean,
2013; Edwards et al., 1977). En diferentes estudios de medicion del volumen ovérico se indica
un rango, en condiciones fisioldgicas, de 6 a 36 mm? (3-6 mm x 2-4 mm x 2-3 mm) (Hargaden
& Singer, 2012). Pero en nuestro estudio, se sugiere un mayor volumen cuando se superovula

con rFSH antes de retirar P4 que después.
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La administracion de rFSH (30 Ul) antes o después del retiro de P4 no incrementé el nimero
de cuerpos lateos y foliculos en las cobayas, estos valores coinciden con el nimero de
foliculos que, en condiciones fisioldgicas, alcanzan la maduracién y ovulan (3,34 foliculos) vy,
por lo tanto, el nUmero de cuerpos luteos seria igual. Como se describié anteriormente, la
estimulacion ovérica en ratones hembras a dosis altas tiene una mejor respuesta en el
namero de foliculos y cuerpos luteos (Edwards et al., 2005). Este efecto también se evidencia
en el estudio de Cedano, (2016) en conejas donde se informa que el uso de rFSH, dosis total
de 120 Ul (3 ug), fue suficiente para superovular conejas sin comprometer la cantidad y
calidad de los embriones. Por otra parte, Nicolau, (2012) con 72 Ul (1,8 pg) obtuvo una
respuesta similar en conejas. Este efecto se debe directamente a la fisiologia reproductiva de
la coneja ya que la ovulacion tiene lugar luego del apareamiento (ovulacion inducida) (Castro,
2016). Consecuentemente se estimula un receptor somatosensorial genital que, a través de
vias neurales, provoca una liberacién masiva de GnRH después del apareamiento (Bakker &
Baum, 2000). La calidad de embriones recuperados en conejas no se ve alterada al usar
rFSH a comparacion de las cobayas, quizas la razén directa de este efecto se deba a que las
conejas presentan un tiempo de desarrollo embrionario diferente (Nicolau, 2012), los
embriones de coneja alcanzan el estadio de mérula mas pronto que la cobaya (72 vs 96
horas) (Chavatte-Palmer & Guillomot, 2007).

Asimismo, el didmetro de los cuerpos lateos fue similar entre ambos grupos tratados (A-rFSH
0,96 mm0,17 mm; D-rFSH 0,78 mmz0,22 mm), estos resultados concuerdan con las
mediciones realizadas por Lipschutz et al., (1948) y Spies et al., (1964). Ambos llegan a la
conclusion que el diametro del cuerpo lateo normal, se encuentra alrededor de 1,5 mm. Sin
embargo, el didmetro de los cuerpos luteos fue menor en el grupo D-FSH.

El diametro de los foliculos puede ser afectado por las concentraciones de progesterona antes
de inducir el crecimiento folicular con alguna hormona gonadotroépica, lo que podria ocasionar
un crecimiento lento del foliculo, debido a un perfil enddcrino alterado (Atkins et al., 2010). En
vacas lecheras que ovulan un foliculo dominante (preovulatorio) pequefo las concentraciones
plasméticas de estrégenos son siempre bajas durante el periodo preovulatorio y las
concentraciones de progesterona son reducidas en la fase litea después de la ovulacién
(Atkins et al., 2010). Grégoire et al., (2012) indica que la duracion del tratamiento con
Altrenogest deberia de adaptarse a las poblaciones con diferente duracion del ciclo estral
para evitar la presencia de actividad luteal residual al finalizar el tratamiento que,

probablemente, afectaron al grupo D-rFSH.
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6. Conclusiones

» La administracion intraperitoneal de una dosis total de 30 Ul de la hormona rFSH antes y
después del retiro de una fuente de progesterona (P4) no ocasiond un efecto sobre la
respuesta ovarica y por consiguiente sobre el numero, tipo y calidad de estructuras
recuperadas.

» La aplicacion de rFSH después del retiro de la fuente de progesterona ocasioné que las
hembras entraran en celo en un periodo de tiempo mas corto.

» Laadministracion de rFSH a cobayas ocasiona una reduccién del volumen ovarico por la

modificacion de la morfologia folicular.
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Anexos

Anexo A. Adaptacién de cobayas (Cavia porcellus) por 15 dias.
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Anexo D. Hormona foliculo estimulante recombinante, folitropina alfa (Gonal-F, Merck,

Alemania)

_@¥ 300 U1 /0,5 mL
G L-6 (22 pg/0,5 mL)

Solucién inyectable

FOLITROPINA ALFA
Via de administracion subcuténea

Anexo E. Monitoreo de apertura de membrana vaginal (AMV): Membranas vaginales

perforadas (abierta).
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Anexo G. Extraccion del aparato reproductor de la cobaya.
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Anexo |. Lavado de oviductos para recuperacion de estructuras.

. ’ o S

Anexo J. Visualizacién de Ovaocitos sin fecundar (UFO, por sus siglas en inglés).

D 7
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Anexo L. Cuantificacion de Foliculos bajo lente de estereomicroscopio

Anexo M. Medicion del diametro del ovario, cuerpos luteos y foliculos en papel milimetrado

bajo lente de estereomicroscopio.
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