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Resumen

Se evalud la respuesta ovarica en cobayas (Cavia porcellus) presincronizadas por 15 dias con
progesterona previo al protocolo de superovulacion con diferentes dosis de gonadotropina
coriénica equina (eCG): 100 Ul y 150 UI, aplicadas 24 horas antes y al momento (0 horas) de la
supresion de progesterona. Veinte y seis cobayas multiparas, de 100 + 5 dias, peso entre 800 a
1150 gramos fueron asignadas aleatoriamente a 5 grupos: 100 Ul A, 150 Ul A, 100 Ul D, 150 UI
D y control. El nimero, tipo y calidad de estructuras no fue afectado al administrar eCG, pero si
indujo cambios sobre las caracteristicas ovaricas; los grupos tratados con eCG presentaron
mayor volumen ovarico (100 Ul A 77,3+22,9; 150 Ul A 52,2+19; 100 Ul D 88,2+60,4; 150 Ul D
71,1+44,4 mm3 vs. control 21,7+ 5,28 mm3), mayor numero de foliculos (100 Ul A 10+8; 100 Ul
D 10,4+49; 150 Ul D 15,8+7,2) y mayor diametro folicular (100 Ul A 0,8+0,5; 150 Ul A 1,2+0,7; 100
Ul D 0,5+0,3; 150 UI D 0,4+0,2). Mientras que, el didmetro de los cuerpos luteos de 150 Ul Ay
150 UI D fue menor (150 Ul A 0,4+0,4y 150 Ul D 0,4+0,4 vs 100 Ul A 0,7+0,2y 100 Ul D 0,9+0,1).
Asimismo, la aplicacion de eCG promueve la luteinizacion folicular. En conclusion, administrar
eCG antes o el dia de supresiéon de progesterona, no afecta el numero, tipo y calidad de

estructuras recuperadas, pero si tiene efecto sobre las caracteristicas morfolégicas del ovario.

Palabras clave: progesterona, eCG, cobayas, sincronizacion, superovulacion
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Abstract

Ovarian response was evaluated in guinea pigs (Cavia porcellus) presynchronized for 15 days
with progesterone prior to the superovulation protocol with different doses of equine chorionic
gonadotropin (eCG): 100 IU and 150 IU, applied 24 hours before and at the time (0 hours) of
progesterone suppression. Twenty-six multiparous guinea pigs, 100 + 5 days old, weighing
between 800 to 1150 grams were randomly assigned to 5 groups: 100 IU A, 150 IU A, 100 IU D,
150 IU D and control. The number, type and quality of structures were not affected by
administering eCG, but it did induce changes on ovarian characteristics; the groups treated with
eCG presented greater ovarian volume (100 IU A 77.3+22.9; 150 IU A 52.2+19; 100 IU D
88.2+60.4; 150 IU D 71.1+44.4 mm3 vs. control 21.7+ 5.28 mm3), higher number of follicles (100
IU A 1048; 100 IU D 10.4+9; 150 IU D 15.8+7.2) and larger follicular diameter (100 IU A 0.8+0.5;
150 IU A 1.2+0.7; 100 1U D 0.5£0.3; 150 IU D 0.4£0.2). Whereas, the diameter of the corpora
lutea of 150 IU A and 150 IU D was smaller (150 IU A 0.4+0.4 and 150 IU D 0.4+£0.4 vs 100 IlU A
0.7£0.2 and 100 IU D 0.9+0.1). Also, application of eCG promotes follicular luteinization. In
conclusion, administering eCG before or on the day of progesterone suppression does not affect
the number, type and quality of recovered structures, but it does have an effect on the

morphological characteristics of the ovary.

Keywords: progesterone, eCG, guinea pigs, synchronization, superovulation
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Abreviaturas utilizadas

AMV: apertura de la membrana vaginal.
CL: cuerpo luteo.

FN: foliculo normal.

FL: foliculo luteinizado.

eCG: gonadotropina corionica equina.
FSH: hormona foliculoestimulante.
GnRH: hormona liberadora de gonadotropinas.
hCG: gonadotropina coriénica humana.
LH: hormona luteinizante

P4: progesterona.

PBS: solucion salina taponada de fosfato.
SOV: superovulacion.

Ul: unidades internacionales.

VO: volumen ovarico.

H&E: hematoxilina y eosina.
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Introduccién

La produccién de cobayos (Cavia porcellus) juega un rol importante en la poblacion indigena
debido a la composicién de su carne como una de las principales fuentes de proteina (Grégoire
et al., 2012). La poblacion de cobayos en el Ecuador registrada en el afio 2000 fue de 5 millones;
sin embargo, existe un constante incremento de la crianza de esta especie dado que la tasa de
crecimiento anual estimada es de 14,29% (INEC, 2000).

Asimismo, este roedor también ha sido utilizado de manera habitual desde el siglo XVIII dentro
del campo de la biomedicina como un animal de laboratorio (Taylor & Lee, 2012), empleado
principalmente para el estudio de enfermedades infecciosas que afectan a la especie humana
(Guerrini, 2003; Sudmersen & Glenny, 1911). Sin embargo, desde hace mas una década su uso
como animal de laboratorio ha disminuido, siendo desplazado por otras especies de roedores
como ratas y ratones, (Guerrini, 2003), principalmente por su largo periodo de gestaciéon y
reducido numero de camada en comparacion con otras especies de roedores (Portelli, 2013).
Ademas, el mantenimiento del cobayo resulta mas costoso que otras especies de animales
pequefios; y, los reactivos inmunolégicos del cobayo son insuficientes y su genoma no se ha
dilucidado por completo (Padilla-Carlin et al., 2008).

Por otro lado, el cobayo es buen modelo para el estudio de la reproduccién en humanos debido
a que tienen el mismo tipo de placentacion (hemocorial), ovulacién espontanea, fase folicular y
luteal completa, caracteristicas morfofisiolégicas del cuerpo liteo y tamafio de camada parecidas
(Roa et al., 2012; Suzuki et al., 1993). Con respecto al periodo de gestacion de la cobaya viene
siendo relativamente larga lo que permite estudiar con mayor detalle el desarrollo e implantacién
embrionaria (Morrison et al., 2018). De modo que, los trabajos que se han realizado hasta ahora
se enfocan en mejorar los métodos de control del ciclo estral y respuestas a la superovulacion
(SOV) con miras a recolectar una mayor cantidad de ovocitos o embriones para futuros estudios
(Sharp, 2017; Suzuki et al., 1993) pues, es un animal que solo tiene 3,8 ovulaciones por ciclo
estral (Aranibar & Echevarria, 2014; Noonan, 1994) y la mayoria de los foliculos se pierden por

atresia (Hermreck & Greenwald, 1964).

Los principales tratamientos para el control del ciclo estral en roedores y en especial en el cobayo,
se basan en la utilizacién de hormonas exdgenas como progestagenos (P4) y/o prostaglandinas
(PG). El uso de progestagenos en cobayos se basa en la administracion oral diaria de una dosis

durante un tiempo determinado, logrando tener una tasa de sincronizacion del celo de hasta un

Gabriela Elizabeth Camisan Rosales — Karen Tamara Cérdova Avila
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87,5% (Grégoire et al., 2012). Mientras que, entre los principales tratamientos para promover el
aumento del numero fisioldégico de ovulaciones en esta especie, se desataca la administracion
de hormonas gonadotrépicas tales como: la hormona foliculo estimulante (FSH) (Armstrong &
Opavsky, 1988; Hamilton & Armstrong, 1991), la gonadotropina menopausica humana (hMG)
(Fowler & Edwards, 1957) y la gonadotropina coriénica equina (eCG) (Li et al., 2015), asi como
el uso de inmunoneutralizantes como las vacunas contra inhibina (Wang et al., 2012). Sin

embargo, hasta ahora existe mucha discrepancia en cuanto a resultados en esta especie.

La utilizacion de P4scomo método de sincronizacion, reside en el hecho de que su uso inhibe la
ovulacién (Sprott et al., 2020). En cobayos, el uso de la P4 ha sido reportado por Dempsey,
(1937), quien determiné que una dosis de progesterona inhibia la ovulacién pero no disminuia el
tamafio de los foliculos grandes. Por otro lado, Deanesly, (1968), al utilizar implantes que
liberaban 0,1 mg diarios de P4, coincidié en que se lograba inhibir la ovulacion de las cobayas,
con un crecimiento folicular normal. Finalmente, en otro estudio, Labhsetwar & Diamond, (1970),
observaron el efecto de la P4 durante la prefiez y 3 dias postparto a una dosis de 10 mg/dia
durante 16 dias a partir del segundo dia del ciclo, determinando también mediante histologia el
tamafio de los foliculos preovulatorios y concluyen que, la administracién de P4 si bien bloquea
el desarrollo de los foliculos preovulatorios y la ovulacion, no disminuye el recuento folicular y en
el caso del tamafio establecieron que, varios foliculos logran alcanzar un tamafio preovulatorio

de 700 micrémetros en el dia 15 del ciclo y 66 de prefiez.

La administracion de FSH exdgena incrementa la concentracion endégena de esta, lo que
favorece el crecimiento folicular, diferenciacion, maduracion y ovulacion, siempre y cuando, al
término del tratamiento con FSH, se administre una dosis de hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) o de gonadotropina coridnica humana (hCG) que provoque la ovulacion
(Mufioz et al., 1995). Sin embargo, la caracteristica de esta hormona es su vida media corta, por
lo que debe ser inyectada en intervalos regulares de 12 horas o a través de una bomba de

infusién continua (Charreau et al., 1996).

La eCG juega un papel similar al de la FSH, pero su caracteristica principal es que tiene grandes
cantidades de carbohidratos y acido sialico, lo que le permite tener una vida media larga. Trabajos
previos desarrollados por Kosaka & Takahashi, (1989), demostraron que la eCG a una dosis de
10 Ul, induce el aumento del nimero de foliculos en cobayos a los que se les aplicé una
presincronizacion con un dispositivo liberador de P4 durante 21 dias; asimismo, en este trabajo

se reporté que la mejor respuesta superovulatoria y tasa ovulatoria se la obtiene en aquellos

Gabriela Elizabeth Camisan Rosales — Karen Tamara Cérdova Avila
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animales a los que les inyecta eCG 8 horas antes del retiro del progestageno, frente a los que se
les inyecta eCG 6 dias tras el retiro de P4, lo que sugiere que el uso de eCG en cobayos puede
inducir una SOV, pero dependera de condiciones como: tiempo de aplicacion, dosis y tratamiento
previo con P4. Sin embargo, a pesar de varios estudios no se ha logrado determinar con exactitud
el lapso de tiempo y dosis adecuadas para la aplicacion de eCG que induzca la SOV, tomando

en cuenta un protocolo de sincronizacién con Py,

En ratones se lleva a cabo con éxito la SOV mediante inyecciones consecutivas de eCG y hCG;
sin embargo, factores como la fase del ciclo estral, cepa y edad influyen en el rendimiento de los
ovocitos maduros (Hasegawa et al., 2016). Como regla general la dosis de eCG que se
administra en esta especie es de 5 Ul sin embargo, la dosis puede variar de 2,5 a 10 Ul (Nagy et
al., 2010). Mientras que, en cobayas, Rawson et al., (1979) aplicaron sin previa sincronizacion
con P4 10 Ul de eCG los dias 9 y 10 del ciclo tomando en cuenta la AMV como primer dia del
ciclo, y concluyeron que el tratamiento aplicado no fue eficaz para inducir la SOV en cobayas.
Bajo influencia del estudio antes mencionado, Li et al., (2015) utilizaron dosis de 20 Ul y 50 Ul
el dia doce del ciclo, sin realizar un periodo de sincronizacion con P4 obteniendo buenos
resultados con el grupo de 20 Ul ya que este presentdé un mayor desarrollo folicular, mientras
gue el grupo de 50 Ul, presentaba mayores proporciones de foliculos atrésicos en comparacion
con el grupo de 20 UI. Otros estudios realizados por (Ishibashi, 1983; Li et al., 2015) no tuvieron
éxito y reportan una menor tasa ovulatoria y un aumento de la luteinizacion de los foliculos con
desarrollo asincrénico de los embriones obtenidos, esto quizds se deba a otros factores tales
como: la dosis, edad, peso, estado nutricional, de salud y condiciones propias de la dinamica
folicular (Behringer et al., 2003; Daniel, 1971; Gates, 1971). Por lo antes expuesto, hemos
considerado a los ratones como referencia para establecer una dosis de eCG que pueda
estimular una respuesta superovulatoria en cobayas; ya que en ratones con un peso de 5,5 a

23,5 gramos la dosis 6ptima va de 2,5 a 5 Ul (Behringer et al., 2018)

En cuanto al uso de hCG en los protocolos de SOV, esta hormona permite la maduracion folicular
y ovulacion (Cole, 2010) ya que imita el pico preovulatorio (Segal et al., 2020). En base a esto,
Rawson et al., (1979), comprobaron que la aplicacion de 10 Ul 12 dias después de observarse
los primeros signos de AMV, estimula de manera efectiva la ovulacién en un tiempo estimado de
24 horas, permitiendo un tasa de recuperacion de 6vulos del 62,5 %. Debe haber un intervalo de
tiempo de 48 horas entre la inyeccién de eCG y hCG ya que generalmente, la ovulacion tiene

lugar entre 10 y 13 horas después de la inyeccion de hCG (Portelli, 2013).

Gabriela Elizabeth Camisan Rosales — Karen Tamara Cérdova Avila
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Evaluar un protocolo de superovulacion mediante la aplicacion de diferentes dosis de
gonadotropina coriénica equina (eCG) en diferentes momentos, que permita valorar la respuesta

ovarica en cobayas con previa sincronizacion de su ciclo estral.

2.2. Objetivos especificos

e Valorar el efecto de diferentes dosis de eCG distribuida en varios dias sobre la respuesta
ovarica de cobayas previamente con sincronizacion del ciclo estral, 100 y 150 Ul de eCG
aplicada 24 horas antes y en el momento de la supresion de Pa.

e Valorar el efecto superovulatorio de la eCG sobre el nUmero, tipo y calidad de estructuras

recuperadas después de un lavado uterino

Gabriela Elizabeth Camisan Rosales — Karen Tamara Cérdova Avila
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3. Revision de Literatura

3.1. Aparato reproductor de la hembra

El aparato reproductor de la hembra es un conjunto de 6rganos que comprende: ovarios,
oviductos, Utero, cuello uterino, vagina y genitales externos (Yllera et al., 2020).

3.1.1. Ovarios y oviductos

Los ovarios son dos 6rganos ovoides, ubicados detras de los rifiones recubiertos por una
membrana serosa. Miden aproximadamente 0,3-0,6 cm de largo y 0,2-0,4 cm de ancho. Su
funcién es secretar hormonas como los estrégenos y progesterona, ademas intervienen en el
desarrollo adecuado de los foliculos, los cuales experimentan diversos cambios para el desarrollo
de los ovocitos (Jiménez, 2005).

Por otro lado, los oviductos son érganos pares que comunican los ovarios con el Utero, miden
aproximadamente 57 mm de largo por 1,5 mm de ancho. Su funcién es el transporte de los
gametos, capacitacion espermatica, segmentacién embrionaria, asi como ser el vehiculo del

embrién hacia el Utero para la implantaciéon (Solis & Chavez, 2015).
3.1.2. Utero

Este 6rgano esta estructurado por el cuerpo y cérvix uterino. El cuerpo es corto y de manera
aplanada dorso-ventralmente, pero aumenta de tamafio y se dilata cuando esta gravido
(Almeida, 2016). Se encarga de la secrecion de prostaglandina F2a, responsable de destruir al
cuerpo lateo, pero cuando la hembra se encuentra en el periodo de gestacién y el cigoto se

transforma en feto, la placenta produce progesterona (Villamarin, 2016).
3.1.3. Cuernos uterinos y cuerpo uterino

Estas dos estructuras forman una “V” con la base posterior y extremos anterior, presentan una
forma conica. En su parte media miden aproximadamente 37 mm de largo por 6 mm de ancho,
siendo mas finos en la unién con sus respectivos oviductos. Su interior se encuentra recubierto
por el endometrio, responsable de la nutricion inicial del cigoto hasta que se transforma en feto
(Barahona & Quishpe, 2012; Herrera, 2007).

El cuello uterino se comunica con la vagina, presenta el orificio comunicante en el centro, tiene

una consistencia dura y su estructura esta formada por musculo grueso (Onate, 2008).
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3.1.4. Vaginay vulva

La vagina es cilindrica y fibroelastica, se encuentra internamente recubierta por 3 pliegues: un
pliegue transversal y 2 pliegues longitudinales. Su rol principal, es facilitar la copula y funciona

como canal de parto en la expulsion del feto (Vaca, 2017).

La vulva se encuentra ubicada en la parte externa de la vagina, presenta forma de “Y” y se
encuentra recubierta por los labios mayores y menores, en su parte interna se encuentra el meato

urinario y en su parte externa se halla el clitoris (Villamarin, 2016).
3.1.5. Glandulas mamarias

Las glandulas mamarias son dos pequefas glandulas posicionadas en la zona inguinal de la

cobaya, presentan pezones de forma conica en el extremo anterior (Jiménez, 2005).
3.2. Ciclo estral de la cobaya

La cobaya es una especie poliéstrica no estacional (Aguild, 2018), de ovulacion espontanea que
sucede aproximadamente 10 horas después del inicio del estro. Esta especie cuenta con una
escasa disponibilidad de ovocitos debido a que ovulan en un reducido nimero (Grégoire et al.,
2012). La duracion del ciclo estral es de 15 a 17 dias (con unrango de 13 a 21 dias) (Quesenberry
et al., 2012) dividido en 4 fases (Tabla 2).
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Tabla 1. Caracteristicas del ciclo estral

Fase Duracién Observaciones
(horas)
Proestro 13,9 La vagina cambia de coloracion y puede darse secrecion

sanguinolenta

Estro 24-48 Acepta al macho por un periodo de 6-11h. Celo posparto entre
las primeras 2-3h. En esta etapa ocurre la ovulacion.

Metaestro 20,4 Rechaza al macho a cada intento de monta

Diestro 14,7 (dias) Descanso reproductivo

Fuente: Adaptado de (Pignon & Mayer, 2021; Rico & Rivas, 2003)
3.3. Membrana vaginal

Es una estructura epitelial delgada y delicada ubicada en la periferia de los genitales de la
hembra, que une los labios y cierra el orificio vaginal (Aranibar & Echevarria, 2014).

De acuerdo con la etapa reproductiva de la cobaya, puede o no tener dicha estructura; en el
periodo infantil, juvenil y prepuberal el canal vaginal se encuentra cerrado por la membrana
vaginal, y cuando esta se rompe por primera vez es indicador del primer estro, desde ese

momento solo se abre subsecuentemente en el periodo del estro y en el parto (Mora, 2015).
3.4. Dinamica folicular de la cobaya

La cobaya tiene un crecimiento folicular bifasico durante su ciclo estral (Bland, 1980). Esto ocurre,
primeramente, por un reclutamiento diario de foliculos en crecimiento del grupo de foliculos
primordiales inactivos y segundo porque ocurre en dos momentos determinados: los dias 1 a 3
y los dias 6 a 9. Tomando en cuenta que aproximadamente la duracion del ciclo estral son 16
dias, la primera ola de crecimiento folicular inicia desde dia 2 hasta el dia 10, y termina en atresia
de los foliculos de la primera ola, mientras que la segunda ola que inicia a partir del dia 10,

termina con la ovulacién al final del ciclo estral (Hamilton & Tam, 1990).
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Por otro lado, es importante que al hablar de la dinamica folicular se conozca el mecanismo de
secrecién hormonal que se encuentra regulado por el sistema nervioso central, mediante la
liberacion de GnRH desde el hipotalamo (Franco & Uribe Velasquez, 2012). La liberacién de esta
hormona (GnRH) es pulsatil y su duracién e intensidad depende tanto de la secrecion de
estradiol, como de la actividad de los neurotransmisores como: el glutamato, noradrenalina, acido
gamma-aminobutirico (GABA, por sus siglas en inglés), dopamina y péptidos como el
neuropéptido. Cuando el hipotdlamo secreta GnRH hacia las células de la adenohipdfisis, se
activa la secrecion pulsatil de FSH y LH, que estimulan la secrecion de hormonas esteroideas
(estradiol y progesterona) en los ovarios. El incremento del estradiol circulante en el plasma es
responsable de la apertura vaginal en las cobayas indicativo del inicio del inicio del celo (Morales-
Ledesma et al., 2015).

SEGUNDA ONDA OVULACION
PRIMERA ONDA FOLICULAR
FOLICULAR
DOMINANCIA . .
SELECCION .
‘ ATRESIA’

RECLUTAMIENTO

[ [ [ [ [ [ [ [ I [ [ [ I [ [ [ [ I [

(o] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

DIAS DEL CICLO ESTRAL

Figura 1. Dinamica folicular de la cobaya. Fuente: autoras

3.5. Sincronizacién del ciclo estral en las cobayas

Lograr recolectar suficientes ovocitos es un paso fundamental para el éxito de las biotecnologias
de reproduccion asistida en cobayas, por lo tanto, es necesario conocer y controlar su ciclo estral
(Wang et al., 2019). Esto se logra mediante el uso de hormonas exdgenas, las mas comunes
utilizadas para la sincronizacion, son los progestagenos. Otras hormonas consideradas como
superovulatorias, son las hormonas gonadotrdpicas tales como FSH, eCG y hMG que estimulan

un mayor desarrollo folicular (Grégoire et al., 2012; Li et al., 2015).

Gabriela Elizabeth Camisan Rosales — Karen Tamara Cérdova Avila



20

UCUENCA

La progesterona (P4) es la hormona de eleccion para la sincronizacién del celo en cobayas,
puesto que es un animal con ciclos estrales completos con una fase IUtea y folicular (Hasegawa
et al., 2016). Ademas, dada su metodologia de aplicacién actual, respeta el bienestar animal
pues, no es necesario anestesiar a los animales para su administracion, ya que se da por via
oral a razén de 0,1 ml (0,22 mg/kg) una vez al dia durante 15 dias (Grégoire et al., 2012). De tal
forma, se logra bloquear las nuevas ondas de crecimiento folicular consecutivas a la regresion
de los cuerpos luteos, debido a que se mantienen los altos niveles plasmaticos de P.. Una vez
gue se retira el tratamiento se consigue el crecimiento folicular, responsable de la manifestacion

de la conducta estral y al término de su crecimiento ovularan.

Tras la aplicacion de un protocolo a base de P4 es importante evaluar la tasa de sincronizacion.
En este sentido, un parametro a considerar es la ruptura de la membrana vaginal, estructura que
cubre el orificio vaginal durante todo el ciclo estral y se degenera espontdneamente en el estro
(Wilson et al., 2021). La ovulacion ocurre 1 a 1,5 dias posteriores a la apertura de la membrana
vaginal en la etapa de estro (Sadeu et al., 2007).

3.6. Superovulacion y hormonas gonadotrépicas

La superovulacién es una técnica reproductiva en la cual se somete al animal a la estimulacion
hormonal con el propdsito de formar y desarrollar varios foliculos, y que estos ovulen en ambos
ovarios en un momento establecido, para asi maximizar el nUmero de embriones fecundados
para transferirlos y tener mayor probabilidad de producir prefieces (Mapletoft & B6, 2014). Para
inducir a la superovulaciéon en los animales domésticos, usualmente se emplean hormonas
foliculoestimulantes (Barahona & Quishpe, 2012). Sin embargo, las gonadotropinas no siempre
son efectivas para inducir la superovulaciéon (SOV) en cobayos, dado que su mecanismo de

ovulacion sigue siendo poco conocido (Suzuki et al., 2003).
3.6.1. Gonadotropina coridnica equina

En el caso de la eCG, es una glicoproteina secretada por las copas endometriales de la placenta
equina (Palomino et al., 2017). Esta hormona cumple funciones biolégicas similares a la FSH en
mamiferos como bovinos (Alfuraiji et al., 1993), ovejas (Cognie, 1999), cerdas (Manjarin et al.,
2009), ratas (Popova et al., 2002), pero a diferencia de la FSH, la eCG tiene una vida media larga
de aproximadamente 72 horas (Murphy & Martinuk, 1991; Zanetti et al., 2014). Esto es debido al
elevado contenido de carbohidratos, mismos que estan compuestos en un 10% por acido siélico

(Cole et al., 1967; Martinuk et al., 1991). El uso de eCG puede resultar en una excesiva o0 nula
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respuesta ovarica que puede darse por factores relacionados al animal o a la dosis de eCG (B6
&amp; Mapletoft, 2014; Gonzalez et al., 1994).

La administracion via subcutanea de eCG en cobayas, en dosis ya sea de 20 o de 50 Ul, puede
inducir la luteinizacién folicular sin que los foliculos lleguen a ovular, ya que esta hormona
funciona de manera similar a la LH, pero no a la FSH (Li et al., 2015). Esto se traduce en un
mayor numero de foliculos en desarrollo, pero no en su maduracion completa hasta la ovulacion
y tampoco en un aumento del nUmero de cuerpos luteos (Shi et al., 2000). Sin embargo, autores
como Kosaka & Takahashi, (1989) mencionan que el uso de la eCG puede inducir a SOV,
siempre y cuando el ciclo estral de las cobayas esté sincronizado con P4 por un tiempo de 21
dias y al término de este se le administre una hormona (hCG o GnRH) que provoque la ovulacion
de los foliculos.

El uso de la gonadotropina coriénica humana (hCG) en la fase preovulatoria, induce de manera
efectiva la ovulacién sincronizada en cobayas, mientras que, cuando se administra en la fase
litea media, no existe apertura vaginal ni ovulacién (Suzuki et al., 2003). Por otra parte, Rawson
et al., (1979) comprobaron que la administracion de hCG (10 Ul) 12 dias después de los primeros
signos de apertura de la membrana vaginal, estimula la ovulaciéon en un plazo de 24 horas en

todas las cobayas que fueron estudiadas.

3.7. Ovocitos y embriones

Tanto los ovocitos de cobaya que han sido madurados in vitro, asi como los ovocitos ovulados
naturalmente, pueden ser fecundados in vitro (Yanagimachi, 1974). Asimismo, es posible cultivar
los embriones de cobaya hasta cierto punto en medios denominados semidefinidos; de igual

forma, pueden observarse brotes de trofoblastos in vitro en medios sin suero (Suzuki et al., 1993).

La calidad de los ovocitos es un determinante importante en el éxito de los procedimientos de
transferencia de embriones dependiendo, en gran medida, de la clasificacion y seleccion de
estos, dado que muchos presentan dafios o anormalidades que impiden su utilizacion. La
homogeneidad y apariencia del citoplasma, la integridad de la zona pellicida y el numero de
capas de las células del cimulus, son los criterios principales que determinan si un ovocito es o
no competente (Krisher, 2004). Sin embargo, las categorias de clasificacion varian con el autor
(Bouhier, 2016).
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3.8. Sistemas de clasificacion de ovocitos y embriones

Lonergan et al., (1991) establece una clasificacién dividida en 4 tipos: el primero es el tipo A, que
define a un ovocito que posee células del cimulus con capas multiples (mayor a 4) y compactas,
citoplasma homogéneo y transparente; el tipo B, con capas del cimulo, pero en menor nimero
(1 a 3) y citoplasma homogéneo con zonas periféricas oscuras; el tipo C, presenta el complejo
del camulus denudado, asi como un citoplasma irregular con areas oscuras; por ultimo, el tipo D,
gue tiene las células del camulus expandidas y el citoplasma més irregular con areas oscuras.
En base a la clasificacion anterior (Samaniego et al., 2017) agruparon a los tipos A 'y B
definiéndolos como ovocitos aptos, mientras que a los tipos C y D los denominaron como no

aptos para produccion in vitro.

A continuacion, tenemos las caracteristicas que Palma & Brem (2001) plantean tomar en cuenta

para evaluar la calidad y morfologia de las estructuras embrionarias:

Tabla 2. Clasificacion segun la calidad y morfologia de las estructuras embrionarias.

Grados de Clasificacion Caracteristicas
calidad
Gl Excelente Sin defectos visibles. Blastbmeros claramente visibles, de

color y de estructura uniforme, simétricos de forma esferoide;
zona pelucida intacta.

G2 Bueno Pocos blastomeros desprendidos de la masa celular y una
pequefia cantidad de detritus celulares. Forma ligeramente
irregular.

G3 Regular Embrién con detritus, forma irregular, color oscuro o muy

claro y ligero estrechamiento en la zona pelucida.

G4 Malo Embrién con muchos defectos (ruptura de la zona pelicida,
asimetria marcada, granulaciébn o vacuolizaciébn de los
blastomeros). No transferible.

Fuente: adaptado de Palma & Brem, (2001).
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Por dltimo, Shi et al., (2000) evaluaron las estructuras procedentes de cobayas en base a la
normalidad o anormalidad de estos, y de esta forma determinar su calidad basandose en tres
aspectos: el primero se refiere a la morula o blastocisto que se consideré un embrién normal en
el momento de recoleccion en base a su estadio de desarrollo. El segundo punto es el grado de
degeneracién o fragmentacién del embridn que lo clasifica como anormal. Y el dltimo aspecto se
refiere al crecimiento vigoroso del trofoblasto después de la eclosion del blastocisto, durante el

cultivo in vitro, lo que lo define como un embrién viable.
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4. Materiales y Métodos

41. Materiales

Fisicos Bioldgicos
Guantes de nitrilo Cobayas
Jeringas de insulina (1ml) Utero
Gasas Ovarios
Equipo de diseccién Embriones

Catéteres de 24 G
Agujas hipodérmica 30 G

Maquina para rasurar

Quimicos

Laboratorio

Progesterona (Altrenogest), (Regumate®,
MSD, Espaiia)

eCG (Novormon, eCG, Novormon® 5000,
Laboratorios Zoetis, Argentina)

hCG (Chorulon, MSD Salud Animal,
México)

Pentobarbital sédico

Solucién jabonosa de yodo

Solucién salina taponada de fosfato (PBS)

Suero Fetal Bovino
Alcohol 70%

Estereomicroscopio

Cajas de Petri de inspeccion cuadriculada
Micropipetas

Puntas para pipeta

Puntas para micropipeta

Pipetas autométicas

Bafo Maria

4.2. Metodologia

4.2.1. Area de estudio

La presente investigacion se realizé de manera simultanea en la granja de “Irquis” y el Laboratorio

de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Cuenca,

ubicada en el km 23 de la via Cuenca-Girdn, a la altura de la Parroquia Victoria del Portete latitud

-3°4'48" y longitud -79°4'31", y que se encuentra a una altitud de 2.663 m s.n.m (figura 2). La

precipitacion promedio anual es de 789 mm; y posee temperaturas que oscilan entre 10y 15 °C.
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Figura 2. Mapa satelital, ubicacién geografica Granja Irquis de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad de Cuenca. Tomado de Google Earth (2020).

4.2.2. Disefio y preparaciéon de las unidades experimentales

Se utilizé un disefio experimental completamente aleatorio; para este disefio se utilizaron un total
de 26 hembras multiparas de 100 + 5 dias de edad y un peso entre 800 a 1150 gramos. Las
cobayas provinieron de un nucleo de cobayos de diferentes cruces de lineas Peru, Inti y Andina,

gue fueron distribuidas en cinco tratamientos.

Las hembras estuvieron en un periodo de adaptacion de diez dias, que incluyé el manejo similar
en la alimentacion que consisti6 en suministrar un concentrado formulado siguiendo las
especificaciones nutricionales para cumplir con el 100% de los requerimientos de esta especie
segun (LabDiet®, 2013; NRC, 1995). Durante este periodo las hembras fueron alojadas en una
jaula de 2,5 x 2 m (Anexo Al). Después de este periodo de adaptacion, las hembras fueron
distribuidas de manera aleatoria en una jaula que estaba dividida en 5 secciones, una para cada
grupo experimental, cada seccion permitid albergar a 5 animales y grupo control 6 animales
(Anexo A2).
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Todas las hembras fueron sometidas a un protocolo de sincronizacién que consistio en la
administracion via oral de altrenogest a una dosis de 0,22mg/kg, (Regumate®, MSD, Espafa),
durante 15 dias (Anexo A3). Las hembras sincronizadas fueron aleatoriamente asignadas a 5

tratamientos o grupos que se describen a continuacion.

e Grupo 1 (n=5) recibi6 una dosis de 100Ul/animal de eCG (eCG, Novormon® 5000,
Laboratorios Zoetis, Argentina) en el dia 14, un dia antes del retiro del progestageno.

e Grupo 2 (n=5) recibi6 150Ul/animal de eCG en el dia 14, un dia antes del retiro del
progestageno.

e Grupo 3 (n=5) recibi6 100Ul/animal de eCG en el dia del retiro del progestageno (dia 15).

e Grupo 4 (n=5) recibié 150Ul/animal de eCG en el dia del retiro del progestageno (dia 15).

e Grupo 5 (n=6) las hembras no recibieron ninguna dosis de eCG.

Asimismo, 48 horas después de la aplicacion de eCG, todas las hembras recibieron una dosis
intraperitoneal de 50Ul de gonadotropina coriénica humana (hCG, Chorulon, MSD Salud Animal,

México) para inducir la ovulacién de todos los foliculos.

El dia del retiro del progestageno, se introdujo al macho en una relacién de 1:1 para favorecer la
monta; ademas, desde el retiro de la P4 a todas las hembras se les reviso diariamente la apertura
de la membrana vaginal, que fue la referencia para determinar el dia de inicio del celo. Luego de
125,3 + 13,0 horas (5,2+0,5 dias), después del apareamiento (apertura de la membrana vaginal),
se procedid a recolectar las estructuras a través del lavado de oviductos y Utero para luego ser
clasificadas. Ademas, se valor6 los diametros de cada ovario para determinar el volumen ovarico
(VO) y también se valoré el numero y didmetro de foliculos normales, foliculos luteinizados, y

cuerpos luteos.

Para la clasificacion de los foliculos luteinizados, foliculos normales, y cuerpos luteos se utilizé
los criterios de clasificacion establecidos por Li et al., (2015), (ver figura 3) que consiste en que
tras la aplicacion de eCG se produce una diferenciacion en las células foliculares, la teca y las

células de la granulosa, especialmente en los cuerpos luteos.
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Figura 3. Representacion histotoldégica de estructuras recuperadas en ovarios de cobayas.
Cuerpo luteo (a), foliculo normal (b) y foliculo luteinizado (LUF) (c).

e Cuerpo luteo (CL): en el parénquima ovarico se observa una o varias estructuras bien
delimitadas y no encapsuladas que estan compuestas por células liteas las cuales son
redondeadas, tienen moderada cantidad de citoplasma eosinofilico levemente granular y
un ndcleo central redondo y heterocromético. En ocasiones se exhiben discretas areas
de hemorréagica entremezcladas con las células luteas.

e Foliculo normal (FN): conformados por un ovocito rodeado por varias capas de células
foliculares, las cuales son cuboidales, tienen moderada cantidad de citoplasma
eosinofilico y un nucleo eucromatico. Alrededor de las células foliculares se exhiben
algunas células estromales fusiformes e intimamente relacionadas con las mismas.

e Foliculo luteinizado (FL): gran antro folicular, las células de la granulosa en la zona
pelicida o en la membrana folicular no mostraban signos evidentes de diferenciacion,
pero se encuentran mas densas y en una orientacion irregular. El ovocito y las células de
la granulosa diferenciadas se encuentran visibles, pero la densidad celular es menor en
comparacion con la del CL.

Se tom0o este estudio como referencia y lo adaptamos a las condiciones del nuestro (Figura 4,
Figura 5, Figura 6). Ademas, de la visualizacion directa, con los ovarios conservados en una
solucion de formaldehido al 10%, se procedieron a realizar cortes finos y se colocaron en casetes
para histopatologia, inmediatamente fueron llevados a un procesador de tejidos, para su
deshidratacion con alcoholes a diferentes concentraciones (70°, 90°,96° y 100°), y luego en xilol.
Posteriormente, los ovarios fueron embebidos en parafina, y con ayuda del microtomo (Leica
DM2000) se obtuvieron cortes de 5 micrometros, se colocaron en una placa y fueron tefiidos con

hematoxilina y eosina (H&E) para ser observados al microscopio (Leica DM2000).
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Figura 4. Cuerpo lateo (CL) de cobayas sacrificadas después de la inyeccion de eCG. Flechas
indican el &rea del cuerpo lateo. Imagen representa la vascularizacion directa del CL en ovario
fresco (a). Corte histolégico del CL tefiido con H&E (b).

Figura 5. Foliculo normal de cobayas sacrificadas después de la inyeccion de eCG. Flechas
indica el area del del foliculo normal (FN). Imagen representa FN en ovario fresco (a). Corte
histolégico del FN tefido con H&E (b).

Figura 6. Foliculo luteinizado de cobayas sacrificadas después de la inyeccion de eCG. Lineas
discontinuas indican el area del foliculo luteinizado (FL). Imagen representa el FL en ovario fresco
(a). Corte histoldgico del FL tefiido con H&E (b).

Gabriela Elizabeth Camisan Rosales — Karen Tamara Cérdova Avila



UCUENCA

GRUPO 1 A
Retiro altrenogest P.O +
introduccién del macho Dia del
Inicio altrenogest ia a8 Lavado de
PO 0,22 mg/kg aparsamiento oviductos y Gtero
eCG 100U hCG 50 Ul +conteode Cly
am am foliculos
I |
I I | I I
5602
Dias 0 14 15 18
Revisidn diaria de aperiura de la membrana vaginal
GRUPO 2

Inicio altrenogest

Retiro altrenogest PO +
introduccion del macho

Dia del

Lavado de
oviductos y utero
+ conteo de CLy

53,640,2

apareamiento
F.0 0,22 mglkg
eCG 150 UI hCG 50 UI foliculos
| am am
|
I I | I I
Diaz 0 14 15 16
Revisidn diaria de apertura de la membrana vaginal
GRUPO 3

Inicio altrenogest

Retiro altrenogest P.O +
introduccidn del macho

Lavado de

Dia del oviductos y dtero
aCG 100 Ul apareamiento + contea de CL y
P.00.22 mglkg am - foliculos
I hCG 50 Ul am
|
I I I | :
Dias 0 15 17 i
Revisidn diaria de apertura de la membrana vaginal
GRUPO 4 El
Retiro altrenogest P.O +
introduccién del macho Dia del Lavads da
Inicio altrenogeast apareamiento oviductos y Utero
P.0 0.22 mg/kg ecc 15Ul e + conteo de CLy
il foliculos
| hCG 50 Ul am
|
I | I I )
; 47
Diazs O 15 17

Revisidn diaria de apertura de la membrana vaginal

Gabriela Elizabeth Camisan Rosales — Karen Tamara Cérdova Avila



30

UCUENCA

GRUPO 5
[e]

Ratiro alirenogest PO +

introduccion del macho i Dia rﬂnm
M.IEB |
Inicho altrenogest m-l-:ll_::;g?yd[fmrc
rosme + conten de CLy
folieulos
| .
I | I I :
53,3105
Ciaz 0 15

Revisitn diaria de apertura de la membrana vaginal

Figura 7. Unidades experimentales: Grupo 1: aplicacion de 100 Ul antes del retiro de P4 panel A,
Grupo 2: aplicacion de 150 Ul antes del retiro de P4 panel B; Grupo 3: aplicaciéon de 100 Ul en el
dia del retiro de P4 panel C; Grupo 4: aplicacion de 150 Ul en el dia del retiro de P4 panel D;

Grupo 5: sin aplicacion de eCG panel E.

4.2.3. Revisién de apertura vaginal

El monitoreo de la apertura de la membrana vaginal se realiz6 24 horas de la aplicacion de eCG
dos veces al dia: la primera se realizé en horas de la mafiana (7am) y la segunda, en horas de
la tarde (7pm), para este procedimiento se siguié la metodologia propuesta por Wilson et al.,
(2021), que brevemente consiste en sujetar a la hembra de forma segura usando el pulgar y el
dedo indice para manipular suavemente la abertura vaginal; luego se registré si la membrana
esta “cerrada” o “abierta” (Anexo A7 y A8; Figura 8, panel C y D); al visualizar la apertura de la

membrana vaginal, se registrd la fecha y la hora en la que se observé por primera vez perforada.
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Figura 8. Monitoreo de la apertura de la membrana vaginal. Durante el periodo de latencia del
ciclo estral, la membrana se ve cerrada (A, B). Cuatro a cinco dias antes de la ovulacién, cambia
la coloracion de la membrana vaginal, signo de una posible perforacion de la misma (C). Al
momento de la ovulacién, se perfora la membrana vaginal y aumentan las secreciones vaginales
(D). Tras la ovulacion, la membrana vaginal comienza a cerrarse (E, F). Tomado de Wilson et al.,
(2021).

4.2.4. Lavado de oviducto, Utero y recuperacion de estructuras

Todas las hembras fueron sacrificadas 5,1 + 0,5 dias después de la comprobacién de la apertura
de la membrana vaginal, siguiendo la metodologia establecida en el manual (S.E.A Animalario
OMG, 2005), que consiste en la inyeccion intraperitoneal de pentobarbital sédico a una dosis
triplicada 100-150 mg/kg (Penta-Hypnol®, Agrovetmarket, Peru).

Para el lavado del tracto reproductor de la hembra se siguid la metodologia descrita por Shi et
al., (2000), que, brevemente, consiste en rasurar la zona del abdomen y desinfectar con una
solucién jabonosa de yodo, posterior a esto, las hembras fueron colocadas en decubito dorsal y
se realiz6 una incision de 4 cm a lo largo de la linea alba, se localiz6 todo el tracto reproductivo

de la hembra incluido los ovarios y se lo extrajo. El Utero y los ovarios fueron colocados, para el
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mantenimiento, en una solucion salina buffer de fosfato (PBS) suplementado con suero fetal

bovino y mantenido a 37°C, hasta llevarlo al laboratorio para su posterior lavado.

Para el lavado del Gtero y oviductos se utilizé la misma solucién salina buferada de fosfato. Las
estructuras se recolectaron mediante un flushing de los oviductos y cuernos uterinos. En el caso
del lavado de oviductos el procedimiento consistié en colocarlos en una placa de busqueda bajo
la luz del estereomicroscopio localizar la zona del infundibulo, abrirlo e introducir una aguja
hipodérmica 30 G (0,30 mm de diametro), sostener la aguja con una pinza y adaptarla a una
jeringa de 3 ml para lavar por tres ocasiones. El procedimiento para el lavado uterino se baso en

sujetar el Gtero e introducir un catéter 24G pasando la bifurcacion y dirigiéndose hacia un cuerno

para lavarlo por tres ocasiones con una jeringa de 3 ml, y de la misma manera para el otro cuerno
(Figura 9).

Figura 9. Lavado de oviductos (A) y utero (B).

4.2.5. Evaluacion del desarrollo y calidad de estructuras colectadas

La valoracion y clasificacién morfolégica de las estructuras se realizé siguiendo la metodologia
descrita por Shi et al., (2000) y Suzuki et al., (2000), que consiste en evaluar las estructuras bajo
la luz de un estereomicroscopio con un lente de aumento de 50 a 100x (Olympus SZ61) y

clasificarlas en ovocitos sin fecundar y embriones.

Luego de la primera clasificacion, se visualiz6 la viabilidad del embrion, que se evalud a través

de su etapa de desarrollo con relacion del dia de inicio de celo y considerada la etapa en la que
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ocurre la ovulacion. Asimismo, se evalué la calidad de los embriones siguiendo las
recomendaciones de la Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones (IETS, por sus
siglas en inglés) (Stringfellow et al., 1998) y adaptandolo a nuestro estudio, segun las

indicaciones de Suzuki et al., (2000) y Suzuki et al., (1993) en estructuras aptas y no aptas.

4.2.6. Volumen ovarico, nUmero y diametro de cuerpos lateos y foliculos

Ambos ovarios recuperados (izquierdo y derecho) fueron colocados sobre un papel milimétrico y
medidos individualmente bajo el lente de un estereomicroscopio (50 a 100x Olympus SZ61). Y
se procedié a tomar fotografias de estos para posteriormente medir con mayor precisién en un
programa informatico (ImageJ, Java; Anexo C1). Los valores indiviaduales de ambos ovarios
fueron sumados y se prodcedio a sacar una media de cada grupo.

En la superficie ovarica se procedio a cuantificar el numero de cuerpos lateos, foliculos normales
y foliculos luteinizados y el diametro de estos para, valorar la respuesta al tratamiento
superovulatorio (Anexo B10, Anexo B11). En este mismo sentido, se valoro el diametro de cada
ovario recuperado y determinar el volumen ovarico en mm?, para esto se utilizé la metodologia
descrita por (Penitente-Filho et al., 2015), que consiste en medir el ovario en tres planos (largo,
ancho y profundidad) como se puede observar en la figura 10 y posteriormente aplicar la siguiente

formula:

Volumen ovérico (mm?) =0,5x D1 x D2 x D3

Figura 10. Esquematizado de la medicion del volimen ovarico. Adaptado de (Penitente-Filho et
al., 2015).
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Finalmente, para hallar el didmetro del cuerpo lateo, foliculos normales y foliculos luteinizados
fueron medidos en dos planos (largo x ancho, Figura 11), y se obtuvo mediante la media

aritmética de ambas medidas expresado en milimetros:

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

Figura 11. Esquematizado de la medicion del diametro del cuerpo lateo. Adaptado de (Penitente-

Filho et al., 2015).

4.2.7. Procesado y analisis estadistico
Los datos obtenidos fueron tabulados en una base en Excel, y posteriormente se analizaron
mediante el paquete estadistico STATISTICA® 12.0 (StatSoft Inc. Tulsa, OK, EE. UU.). Se
realizé una prueba de Shapiro Wilk para determinar la normalidad de datos numéricos de todas
las variables (muestra menor a 50), dado que todos los datos de nuestro estudio tuvieron una
distribucion normal, no se realizé la transformacion logaritmica de los datos ni la utilizacion de
pruebas no paramétricas. Los efectos de la administracion de la eCG sobre la respuesta ovarica
(numero de cuerpos luteos, foliculos y estructuras recolectadas) y caracteristicas morfométricas
de los ovarios (diametro de cuerpos luteos, foliculos normales, foliculos luteinizados y volumen
ovarico) se estudiaron mediante un analisis ANOVA y para determinar las diferencias entre
grupos, se utilizé la prueba Post-Hoc de diferencia minima significativa (DMS). Los datos
presentados en las figuras se expresaron como valores medios + error estdndar de la media y
los datos presentados en tablas se expresaron como valores medios + desviacion estandar.
Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas a partir de P<0,05 y lo valores

gue estén entre 0,051 y 0,10 fueron considerados como tendencia estadistica.
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5. Resultados

Tabla 3. Clasificacion de estructuras recuperadas

Tratamientos n T. Est Tipo Est. Cal. Est Cla. Est.
M B R A N. A
Grupo 1 5 0 - - - - -
Grupo 2 5 1 1 - 1 - 1
Grupo 3 5 1 1 1 - - 1
Grupo 4 5 0 - - - - -
Grupo 5 6 5 5 3 2 3 2

n=namero de cobayas. T.Est=total de estructuras. Tipo Est=tipo de estructuras. M=mérula. Cal.
Est.=calidad de las estructuras. B=bueno. R=regular. Clas. Est.=clasificacion de las estructuras.

A=apto. N. A=no apto.

De manera inmediata, después del lavado del ttero y oviductos de todas las cobayas, se procedié
a realizar la valoracion y clasificacion morfologica de las estructuras colectadas (Tabla 4). Se
colectaron un total de 7 estructuras (150 Ul A: 1; 100 Ul D:1; Control:5) de las 26 cobayas a las
que se les aplico el protocolo de sincronizacion y superovulacion, y de estas estructuras

colectadas, solo 3 estructuras del grupo control fueron consideradas aptas.
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Tabla 4. Valores medios y desviacién estdndar de las diferentes variables sobre la

respuesta ovarica de cobayas sincronizadas

n x+D. E V. MIN V. MAX
VO 100 Ul A 5 77,3+229 51,4 106,5
(mm?3) 150 Ul A 5 52,2+ 19 26 79
100 UI D 5 88,2+ 60,4 26,9 176
150 UI D 5 71,7 +44,4 24,4 133,5
Control 6 21,7+5.2 16,4 31,9
FN 100 Ul A 5 10+8 1 23
(namero) 150 UI A 5 3,627 1 8
100 UI D 5 104+9 - 24
150 UI D 5 158+7,2 6 25
Control 6 21+24 - 6
DFN 100 Ul A 5 0,8+0,5 0,2 1,5
(mm) 150 Ul A 5 1,2+0,7 0,3 2
100 UI D 5 0,5+0,3 - 1
150 UI D 5 0,4+0,2 0,2 0,7
Control 6 0,2+0,2 - 0,4
FL 100 Ul A 5 11,6 £9,3 0 21
(ndmero) 150 Ul A 5 148+11,1 2 26
100 UI D 5 11+115 3 31
150 UI D 5 11,6 £ 8,2 2 21
DFL 100 Ul A 5 0,4+0,1 0,3 0.5
(mm) 150 Ul A 5 0,4+0,1 0,2 0.7
100 UI D 5 0,6+0,1 0,3 0,8
150 UI D 5 0,5+0,2 0,2 0,8
CL (mm) 100 Ul A 5 22+16 1 5
150 Ul A 5 1,4+04 - 3
100 UI D 5 1,2+0/4 1 2
150 UI D 5 1,2+1,6 - 4
Control 6 3x1 2 4
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DCL 100 UI' A 5 0,7x0,2 0,3 1
(mm) 150 Ul A 5 0,4+0,4 - 0,9
100 UI D 5 0,9+0,1 0,7 1
150 UI D 5 04+04 - 1
Control 6 0,6+0,1 0,4 0,7
AMV 100 Ul A 5 67,2x7,4 59 73
(horas) 150 Ul A 5 67,2x7,4 59 73
100 UID 5 432+ 7,4 35 49
150 UI D 5 432+7,4 35 49
Control 6 20+£6,1 12 24
C.E 100 Ul A 5 135,2+4,9 133 144
(horas) 150 Ul A 5 135,2+4,9 133 144
100 UI D 5 113,8 + 10,7 109 133
150 UI D 5 113,8 + 10,7 109 133
Control 6 128 +£12,3 120 144

VO= volumen ovarico. FN= nUmero de foliculos normales. DFN= diametro de los foliculos
normales. FL= nUmero de foliculos luteinizados. DFL=diametro de los foliculos luteinizados.
CL=cuerpos luteos. DCL= diametro de los cuerpos lateos. AMV=apertura de la membrana

vaginal. CE=colecta de estructuras. n= nimero de cobayas.

Las diferentes caracteristicas ovaricas y de conducta estral de las hembras en las que se incluye:
inicio de celo, numero y didmetro de estructuras ovaricas, se resumen en la tabla 5. El inicio de
celo, considerado el dia que las hembras mostraron apertura de membrana vaginal después del
retiro de la fuente de progesterona, fue de 47,0 £19,6 horas. El valor medio para la colecta de
estructuras desde el inicio de celo fue después de 125,3 + 13,0 horas (5,2+0,5 dias) con un rango
de 4,5 (109,0 horas) — 6 dias (144 horas).
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Figura 12: Monitoreo de la apertura de la membrana vaginal de cobayas desde la aplicacion de
eCG hasta el inicio de celo. Cobayas a las que se aplicé 100 Ul de eCG antes del retiro de Py
(100 Ul A), cobayas a las que se aplicdé 150Ul de eCG antes del retiro de P4 (150 Ul A), cobayas
a las que se aplicé 100 Ul eCG el dia del retiro de P4 (100 Ul D), y cobayas a las que se aplico
150 Ul eCG el dia del retiro de P4 (150 Ul D). Diferentes letras minUsculas expresan diferencias

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

La media de la apertura de la membrana vaginal después del retiro de la fuente de progesterona
fue diferente entre los grupos tratados con eCG (p<0,05). Los grupos tratados con eCG antes
del retiro de P4 mostraron el inicio de celo similar entre ellos, y en estos grupos fue mayor el
tiempo de inicio de celo en comparacién con los grupos del dia del retiro de P4los cuales tuvieron
un tiempo de inicio de celo similar (100 Ul A 67,2+7,4; 150 Ul A 67,2+7,4 vs. 100 Ul D 43,2+7,4;
150 UI D 43,2+7,4; Figura 12, p<0,05); esto se debe a la ventana de 24 horas entre la aplicacion
de eCG.
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Figura 13. Volumen ovarico de cobayas a las que se les aplicé un protocolo de superovulaciéon
con diferentes dosis de eCG. Cobayas a las que se aplicé 100Ul de eCG antes del retiro de P4
(100 Ul A), cobayas a las que se aplico 150 Ul de eCG antes del retiro de P, (150 Ul A), cobayas
a las que se aplicé 100 Ul el dia del retiro de P4 (100 Ul D), cobayas a las que se aplicé 150 Ul
el dia del retiro de P4 (150 Ul D), y cobayas que no se aplic6 eCG (Control). Diferentes letras

minUsculas expresan diferencias significativas entre los grupos (a — b p<0,05).

La evaluacion de las caracteristicas morfométricas del ovario demostré que el valor medio del
volumen ovérico fue de 60,6 + 40,6 mm? para todas las hembras. Al comparar esta caracteristica
entre grupos todas las hembras a las que se les aplic6 eCG mostraron un volumen ovarico similar
entre ellos pero mayor (100 Ul A 77,3+22,9; 150 Ul A 52,2+19; 100 Ul D 88,2+60,4; 150 Ul D
71,1+44,4 mm3; Figura 13, p>0,05) en comparacién con el grupo control que fue el grupo que

tuvo el menor volumen ovarico (21,7+ 5,28 mm?).

Gabriela Elizabeth Camisan Rosales — Karen Tamara Cérdova Avila



40

UCUENCA

N N
o &2
r 3
~N
o
o
os)

-
[$)]
r
-
[

-
o
s

(&)}
r
o
wn

Numero de foliculos normales

o

Diametro de foliculos normales (mm)
-

Ed 100uiA [ 150UIA [ 100UID &% 150UID [ CONTROL

EJ 100ulA |l 150UIA [I]] 100UID % 150 UID [l CONTROL

Figura 14: Total de foliculos normales (Panel A) y diametro de foliculos normales (Panel B) de
cobayas a las que se les aplic6 un protocolo de superovulacion con diferentes dosis de eCG.
Cobayas a las que se aplic6 100Ul de eCG antes del retiro de P4 (100 Ul A), cobayas a las que
se aplic6 150 Ul de eCG antes del retiro de P4 (150 Ul A), cobayas a las que se aplico 100 Ul el
dia del retiro de P4 (100 Ul D), cobayas a las que se aplicé 150 Ul el dia del retiro de P4 (150 Ul
D), y cobayas que no se aplicé eCG (Control). Diferentes letras mindsculas expresan diferencias

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

Al evaluar las caracteristicas ovaricas se observo que la administracion de eCG afect6 la cantidad
de foliculos (p<0,05), al igual que el diametro de estos (p<0,05). A las hembras a las que se les
adminsitr6 eCG antes o después del retiro de la progesterona fueron las que tuvieron mayor y
similar poblacion folicular (100 Ul A 10+8; 100 Ul D 10,4+9; 150 UI D 15,8+7,2) en comparacion
con el grupo control (2,1+ 2,4) (Figura 14 A, p<0,05).

En este mismo sentido, el diametro de los foliculos normales también se vio afectado por la
aplicacion de eCG; a todos los grupos a los que se les administré intraperitonealmente eCG
mostraron un didmetro folicular mayor y similar entre ellos en comparacion con el grupo control
(100 UI A 0,8+0,5; 150 Ul A 1,2+0,7; 100 Ul D 0,5+0,3; 150 Ul D 0,4+0,2 vs. Control 0,2 + 0,2
mm?3; Figura 14 B, p<0,05).
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Figura 15. Total de foliculos luteinizados (Panel A) y didmetro de foliculos luteinizados (Panel B)
de cobayas a las que se les aplic6 un protocolo de superovulacion con diferentes dosis de eCG.
Cobayas a las que se aplicé 100Ul de eCG antes del retiro de P, (100 Ul A), cobayas a las que
se aplico 150 Ul de eCG antes del retiro de P4 (150 Ul A), cobayas a las que se aplicé 100 Ul el
dia del retiro de P4 (100 Ul D), cobayas a las que se aplico 150 Ul el dia del retiro de P4 (150 Ul
D), y cobayas que no se aplico eCG (Control). Diferentes letras mintsculas expresan diferencias
significativas entre los grupos (a — b — ¢ p<0,05).

Se reportdé que la administraciébn de eCG a cobayas indujo la luteinizacién de foliculos, sin
embargo, la administraciéon de eCG no afect6 el nimero (Figura 15 A, p>0,05), ni el didametro de
estos (Figura 15 B, p>0,05).
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Figura 16. Total de cuerpos luteos (Panel A) y diametro de cuerpos luteos (Panel B) de cobayas
a las que se les aplicé un protocolo de superovulacion con diferentes dosis de eCG. Cobayas a
las que se aplicé 100Ul de eCG antes del retiro de P4 (100 Ul A), cobayas a las que se aplico
150 Ul de eCG antes del retiro de P4 (150 Ul A), cobayas a las que se aplicé 100 Ul el dia del
retiro de P4 (100 Ul D), cobayas a las que se aplicé 150 Ul el dia del retiro de P4 (150 Ul D), y
cobayas que no se aplic6 eCG (Control). Diferentes letras minlsculas expresan diferencias
significativas entre los grupos (a — b — ¢ p<0,05).

A la evaluacion de las demas caracteristicas morfolégicas ovaricas, se pudo evidenciar que la
administracion de eCG no afect6 el numero de cuerpos lateos (100 Ul A 2,2+1,6; 150 Ul A
1,4+1,3; 100 Ul D 1,2+0,4; 150 Ul D 1,2+1,6; Control 3t1) (Figura 16 A, p>0,05), sin embargo, el
didmetro de estos si fue afectado por la administracion de eCG (Figura 16 B, p<0,05). Todas las
hembras a las que se les administré 150 Ul de eCG antes y después del retiro de la fuente de P4
tuvieron un menor y similar diametro de sus cuerpos luteos (150 Ul A 0,4+0,4 y 150 Ul D 0,4+0,4)
en comparacion con los demas grupos (100 Ul A 0,7+0,2; 100 Ul D 0,9+0,1; Control 0,6+0,1;
Figura 16 B; p<0,05).
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6. Discusioén

Los resultados del presente estudio sefialan que, la administracion intraperitoneal de eCG
antes o el dia de la supresion de progesterona como parte de un protocolo de sincronizacion
del celo y superovulacion, no afecta el nUmero, tipo y calidad de estructuras recuperadas
después del lavado de oviductos y utero. Sin embargo, si tiene un efecto sobre las

caracteristicas morfolégicas del ovario (volumen ovarico, foliculos y cuerpos luteos).

No obstante, a pesar de no tener el efecto deseado, si se obtuvo un total de 7 embriones
(Grupo 150 Ul A: 1 mérula, 100 Ul D: 1 mérula y control 5: mérulas) y todos estos estuvieron
en un estadio de desarrollo de moérula, su obtencién se realiz6 en el dia 5,2+0,5 (125,3 £ 13,0
horas) luego de la comprobacién de la apertura de la membrana vaginal (indicativo de
manifestacibn de celo) que para nuestro estudio fue considerado como el dia del

apareamiento y el momento en el que ocurre la ovulacién.

El ciclo estral de la cobaya tiene una duracién de aproximadamente 15 a 17 dias y se
encuentra dividido en cuatro etapas: estro, metaestro, diestro y proestro (Aranibar &
Echevarria, 2014); en el estro que dura entre 6 a 11 horas (Quesenberry & Donnelly, 2019),
es cuando la hembra es receptiva al macho y se da la apertura de la membrana vaginal y la
ovulacion (Luna et al., 2003). Si tomamos como referencia que en el estro ocurre la ovulacion,
la implantacion de los embriones se da aproximadamente entre los dias 7-8 tras la fertilizacion
(Thapar et al., 1988) con una ventana de 1-2 dias (Chavatte-Palmer & Guillomot, 2007). Si se
sobrepasa esa ventana de dias, el Gtero pasa a un estado de no receptividad (Ueda et al.,
2003). El dia de lavado de los oviductos y Utero de nuestro estudio fue el 5,2+0,5 dias, lo que
sugiere que este dia estuvo dentro de la ventana adecuada para obtener las estructuras antes

de su implantacion.

Esta ventana de tiempo para realizar la colecta de estructuras, se ha demostrado en estudios
realizados por Takahashi et al., (1999), quienes recuperaron estructuras los dias 1,3, 4y 5
después de la copula. Asimismo, las caracteristicas de estas se relacionaban con estadios
de 4 y 8 células correspondientes a los estadios de moérula y blastocisto, lo que concuerda
con el estadio de desarrollo de los embriones colectados en nuestro estudio. Si la recoleccion
se realiza pasados los 5 dias, es probable que no se logre recuperar ninguna estructura del
tracto genital puesto que, como mencionamos anteriormente ya se dio la implantacion, pero
para hacer esta afirmacion es necesario el desarrollo de més estudios especificos que

confirmen esta hipétesis.
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El uso de eCG para superovular cobayas, ha sido reportado por Kosaka & Takahashi, (1989)
guienes sincronizaron el celo de hembras de 3-4 meses utilizando implantes de P. para
posteriormente, aplicar 10 Ul eCG via intraperitoneal 8 y 24 horas antes o después de la
retirada de la progesterona dando como resultado, el éxito en la induccion de la
superovulacién aplicando la eCG 8 horas antes del retiro del progestageno. En este sentido,
los autores relacionan el éxito con la aplicacion de eCG en un momento fijo del ciclo estral,
para este caso en la etapa de proestro. Sin embargo, en nuestro estudio no se obtuvo la
respuesta esperada y esto quizas se deba a la dosis y etapa del ciclo estral en la que se
administro la eCG, aunque es una hipétesis que no se puede comprobar en el presente
estudio.

Las caracteristicas morfol6gicas de los ovarios pueden verse afectadas por algunos factores
fisiologicos y patoldgicos (Fernandez et al., 2022). Se ha observado que la administracion de
altas dosis de hormonas gonadotrépicas hipofisarias (FSH) y no hipofisarias (eCG), pueden
ocasionar un cambio en la funcidn ovarica, especificamente en el nimero y diametro folicular
y a posteriori después de la ovulacién en la cantidad y diametro de cuerpos lateos lo que
provoca un cambio en la forma y peso del ovario (Komatsu et al., 2021). En nuestro estudio
se observd que, la administracién de 100 y 150 Ul provocan un aumento en el volumen
ovarico. Estos resultados se relacionan con estudios de Kosaka & Takahashi, (1989) quienes
demostraron que la eCG estimula un aumento del niumero de foliculos en animales
previamente sincronizados con un dispositivo liberador de P, durante 21 dias. Estas
variaciones observadas en nuestro estudio en cuanto al volumen ovarico como consecuencia
de la administracion de diferentes dosis de eCG en comparacion con aquellas hembras sin
estimulacion hormonal, estarian relacionadas principalmente con cambios que ocurren en los
componentes soméaticos de los foliculos durante la fase de previa a la ovulacién con
fendmenos de crecimiento y diferenciacion (Richards, 1980) que, posteriormente de ocurrir la
multiple ovulacion, y bajo la influencia de cambios hormonales, ocasionarian cambios
morfoldgicos ovaricos (Teruel et al., 2006).

Nuestros resultados sugieren que la administracion de diferentes dosis de eCG ocasiona el
aumento de un mayor nimero de foliculos en desarrollo pero que estos no se encontraban
en una etapa madura para la ovulacién lo que provocé el aumento de la cantidad de foliculos
luteinizados (12,5 + 9,4), sin diferir de la dosis de eCG utilizada. Asimismo, la administracion
de eCG no aumento6 el numero de cuerpos lateos, pero si provoca el aumento del volumen
ovarico, la posible explicacion a este hallazgo puede ser debido a que la eCG es
principalmente efectiva en la etapa de foliculo antral, pero es insuficiente para inducir la
ovulacion de todos los foliculos grandes (Li et al., 2015); no obstante, en nuestro estudio se

incluyé la hormona hCG para inducir la ovulacién de los foliculos grandes. Otros estudios
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tanto in vivo como in vitro también muestran que la eCG ejerce efectos inhibitorios sobre la
atresia folicular y apoptosis de las células de la granulosa (Braw et al., 1981; Carson et al.,
1979; Chun et al., 1994), lo que estaria explicando la gran cantidad de foliculos luteinizados
encontrados en nuestro estudio. No obstante, la raz6n mas convincente se puede deber a
gue la eCG podria acelerar el proceso de luteinizacion de las células de la granulosa y teca
interna de los foliculos grandes (Fujimori et al., 1987), antes que estos lleguen a ovular, y por
lo tanto la administracion de cualquier hormona que induzca la ovulacion no tendria ese
efecto, como es el caso de nuestro estudio en la que la administracién de hCG no tuvo el
efecto esperado, pero para hacer esta afirmacion es necesario el desarrollo de mas estudios
especificos que confirmen esta hipotesis.

En este mismo sentido, existen otros trabajos en los que se ha obtenido resultados similares
a los nuestros, la administracion de eCG promueve la luteinizacion de las células de la
granulosa, pero no el desarrollo folicular lo que concuerda con nuestro estudio en donde la
eCG puede inducir a una luteinizacion folicular pero no la superovulacion; es decir, la eCG
utilizada en cobayas ciclicas multiparas tiene una actividad similar a la LH pero no a la FSH
(Li et al.,, 2015). Sin embargo, Barahona & Quishpe, (2012) encontraron que tras la
administracion de 30 Ul de eCG en cobayas primerizas hubo un mayor nimero de crias, otros
autores como Popova et al., (2002) tienen hallazgos de que la eCG en cobayas puede inducir
a SOV, no obstante los resultados obtenidos de nuestra investigacion discrepan entre estos
estudios, quiza debido a otros factores como la raza, dosis o edad (Behringer et al., 2003;
Daniel, 1971; Gates, 1971).
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Conclusiones

e La administraciéon de una dosis de 100 o 150 Ul de gonadotropina corionica equina
via intraperitoneal un dia antes y el de supresién de progesterona en cobayas
sincronizadas no provocan un efecto de superovulacién en cobayas multiparas y por
tanto sobre el tipo, calidad y nimero de estructuras recuperadas.

e La administracién de eCG via intraperitoneal un dia antes y el dia de la supresién de
la fuente de progesterona en cobayas sincronizadas ocasiona una modificacion de las
caracteristicas morfolégicas del ovario (volumen ovarico).

e Laadministracion de eCG promueve la luteinizacion de los foliculos que se encuentran
en crecimiento, lo que sugiere que la gonadotropina coridnica equina en cobayas tiene
una funcion similar a la hormona luteinizante, pero no a la hormona foliculo

estimulante.
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9. Anexos

Anexos A. Trabajo de Campo
‘. : ‘WI%W%{VIEMI" N %!é

Anexo A3. Foto panoramica de las cobayas en sus jaulas.
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Anexo A5. Adecuacion de jaulas individuales y colocacion del macho para cada

tratamiento.

Anexo A6. Administracion intraperitoneal de hormona eCG.

Gabriela Elizabeth Camisan Rosales — Karen Tamara Cérdova Avila



UCUENCA

Anexo A9. Apareamiento de los cobayos.
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Anexos B. Trabajo de Laboratorio

p S

Anexo B2. Incision en la parte baja del abdomen de la cobaya.
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Anexo B4. Extraccién del Gtero, oviductos y ovarios.
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Anexo B6. Limpieza de oviductos.
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Anexo B7. Mantenimiento de implementos para el lavado en la placa térmica.

Anexo B8. Localizacién y lavado de oviductos bajo el estereomicroscopio.
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Anexo B9. Lavado de oviductos y utero.

Anexo B10. Foliculos normales encontrados en ovarios de cobayas
r

. ™ .
Y A

Anexo B11. Foliculos luteinizados encontrados en ovarios de cobayas.
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Anexo B12. Cuerpo luteo encontrado en ovario de cobaya

Anexo C. Trabajo digital
_m it

File Edit Image Process Anayze Plugins Window Help
ojojc|ofZ <[~ Ala|®| 4] crox /] s~

and (tracing) tool

2.47x3.30 cm (1200x1600); RGB; 7.3MB

X S

) Set Scale

Distance in pixels: [474.0854
Known distance: |1

1)

Pixel aspect ratio: 1.0 lh IFonl Reslu'ts | | l : :
Aea |Mean [Min___ |Max _ |Ange |Length
sl 485000 184063 134824 224942 -0474 484017

Cikkio Rrriove Beale 499.000 170.003 140333 214741 0575 498.025

! 7 Ctobal 475000 126610 90399 194968 -1.088 474.085

Scale: 474.0854 pixelsicm 9.956 25246 25426 12030 0777 9934
475000 112023 81943 191548 -1.088 474.085
499.000 184063 140687 224942 0580 ggo2 g

Anexo C1. Medicién de foliculos en el programa ImageJ.
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