UCUENCA

Universidad de Cuenca

Facultad de Ciencias Agropecuarias

Carrera de Medicina Veterinaria y Zootecnia

Evaluacion de larespuesta ovarica en cobayas (Cavia porcellus) superovuladas
con la hormona foliculo estimulante

Trabajo de titulacion previo a la
obtenciéon del titulo de Médico
Veterinario Zootecnista

Autoras:

Grace Estefania Loayza Salazar

Maria Belén Quezada Vimos

Director:

José Luis Pesantez Pacheco

ORCID: "= 0000-0002-5669-6014

Cuenca, Ecuador

2023-05-04



UCUENCA .

Resumen

En el presente estudio se determiné el efecto de la superovulacion con la hormona foliculo
estimulante porcina (pFSH), en diferentes momentos del ciclo sobre la respuesta ovérica de
cobayas previamente sincronizadas. Se utilizaron 20 hembras multiparas, donde se sometieron
a un protocolo de sincronizacion con progesterona (P4) (Altrenogest; 0,22 mg/kg) via oral por 15
dias. Asimismo, se formaron 3 grupos: grupo 1 (n=7), donde se aplicé una dosis diaria de 30 Ul
de pFSH divididas en dos aplicaciones, (mafiana y tarde), los dias 13, 14 y 15 (dia del retiro de
P.); grupo 2 (n=7), similar al anterior grupo se administré la misma dosis dos veces por dia de
pFSH los dias 15, 16 y 17; y grupo 3 (n=6) no se administr6 dosis, por lo que se consideré como
control. Luego se evaluaron los siguientes parametros: horas transcurridas desde el retiro de P4
hasta la apertura de la membrana vaginal (AMV-P.), horas transcurridas desde la aplicacién de
pFSH hasta la apertura de la membrana (AMV-pFSH), volumen ovérico (VO), total de foliculos
(FOLs), didmetro folicular (D-FOLSs), total de cuerpos luteos (CLs) y diametro de CLs (D-CLs).
Como resultados, se obtuvo que la aplicacion de pFSH antes o después de la sincronizacion con
P. no influyd en la respuesta ovarica. Se observaron cambios morfol6gicos en el ovario, donde
el VO junto con D-FOLs fueron mayores para los grupos de pFSH; sin embargo, en relacion a
FOLs, CLs y D-CLs, no se encontraron afectados.

Palabras clave: cobayas, respuesta ovarica, sincronizacién, superovulacién, hormona
foliculo estimulante
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Abstract

In the present study, the effect of superovulation with porcine follicle stimulating hormone (pFSH),
at different times of cycle on the ovarian response of previously synchronized guinea pigs was
determinated. 20 multiparous females were used, wich underwent a synchronization protocol with
progesterone (P.) (Altrenogest; 0.22 mg/kg) orally for 15 days. Likewise, 3 groups were formed:
group 1 (n=7), where a daily dose of 30 IU of pFSH was applied, divided into two applications,
(morning and afternoon), on days 13, 14 and 15 (day of P4 withdrawal); group 2 (n=7), similar to
the previous group, was administered the same dose of pFSH twice a day on days 15, 16 and
17; and group 3 (n=6) did not receive a dose, so it was considered as control. The following
parameters were then evaluated: hours elapsed from the removal of P4 to the opening of the
vaginal membrane (AMV-Py), hours elapsed from the application of pFSH to the opening of the
membrane (AMV-pFSH), ovarian volume (VO), total follicles (FOLS), follicular diameter (D-FOLS),
total corpora lutea (CLs) and diameter of CLs (D-CLs). As results, it was obtained that the
application of pFSH before or after the synchronization with P4 did not influence the ovarian
response and thus, morphological changes were observed in the ovary where the VO together
with D-FOLs were higher for the pFSH groups; however, in relation to FOLs, CLs and D-CLs, they

were not affected.

Keywords: guinea pigs, ovarian response, synchronization, superovulation, follicle-
stimulating hormone
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Abreviaturas utilizadas

AMV= Apertura de la membrana vaginal

AMV-P,= Horas transcurridas desde el retiro de la fuente de progestageno hasta la apertura de

la membrana vaginal

AMV-pFSH= Horas transcurridas desde la aplicacion de pFSH hasta la apertura de la membrana

vaginal

CL= Cuerpo luteo

CLs= Total de cuerpos luteos encontrados
D-CLs= Diametro de cuerpos luteos

D-FOLs= Diametro de foliculos

FOLs= Total de foliculos encontrados

eCG= Gonadotropina coriénica equina

FSH= Hormona foliculo estimulante

FSH-h= Hormona foliculo estimulante humana
GnRH= Hormona liberadora de gonadotropinas
hCG= Gonadotropina coriénica humana

hMG= Gonadotropina menopausica humana
IETS= Sociedad Internacional de Transferencia de embriones
NaCl= Cloruro de Sodio

0-LH= Hormona luteinizante ovina

P.= Progesterona

PBS= Solucién buffer fosfato

pFSH= Hormona foliculo estimulante porcina
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pFSH-A= Aplicacion de pFSH antes del retiro de progesterona
pFSH-D= Aplicacion de pFSH después del retiro de progesterona
PGF24= Prostaglandina F2 alfa

SOV= Superovulacién

Ul= Unidades internacionales

VO= Volumen ovérico
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Introduccioén

En la actualidad el cobayo forma parte de muchas investigaciones, y a partir del siglo 18th se ha
utilizado como animal de laboratorio para la aplicacion de distintos tratamientos (Taylor y Lee,
2012). A pesar de que con el paso de los afios, el uso del cobayo fue reemplazado
paulatinamente por otras especies de roedores como los son el raton y las ratas (Grégoire,
2012b); sigue teniendo ciertas ventajas, ya que a diferencia de estos, las cobayas posen un ciclo
reproductivo (16 dias) y una gestacion relativamente larga (65 dias) junto con un menor nimero
de embriones implantados, en comparacion con otras especies, lo que se asemeja al ciclo
reproductivo y gestacional del humano (Wang et al., 2019), permitiendo asi estudiar el desarrollo
embrionario adecuado del individuo (Swanson et al., 2017). Por lo antes expuesto, se considera
al cobayo como un modelo predilecto para el estudio de reproduccion, principalmente por poseer
similitud biol6gica con la especie humana (Briscoe et &l., 2004); sin embargo, hay que analizar

gue es un desafio ya que solo tiene 3,8 ovulaciones por ciclo estral. (Noonan, 1994).

Algunos estudios realizados se han enfocado en optimizar los métodos de control del ciclo estral
y la respuesta ovéarica a los tratamientos superovulatorios, con la finalidad de mejorar la tasa
ovulatoria y el indice de obtencion de ovocitos o embriones (Grégoire et al., 2012a; Salcedo,
2016; Portelli, 2013). En roedores, los programas de superovulacion (SOV) con previa
sincronizacion del ciclo permiten recolectar ovocitos maduros de oviductos, mediante la
hiperestimulacion del desarrollo folicular e induccion de la ovulacién; donde los ovocitos
recolectados pueden utilizarse para diferentes tecnologias reproductivas como criopreservacion
de embriones (Hasegawa et al., 2015). Razén por la cual, la SOV podria ser considerada una
de las mejores opciones para producir un mayor nimero de crias incrementando la produccion

de cobayos.

La induccién de SOV estad regulada generalmente por el empleo de hormonas foliculo
estimulantes como gonadotropina coridnica equina (eCG), gonadotropina coriénica humana
(hCG), entre otras (Barahona y Quishpe, 2012); sin embargo, hasta ahora existe mucha
discrepancia en los resultados en cuanto a esta especie, debido probablemente a la alta
variabilidad en la respuesta, que radica en el hecho de que, en estos trabajos no se utilizé un

tratamiento de control previo del ciclo estral (Rawson et &l., 1979; Li et al., 2015).

Otras hormona que se ha utilizado en cobayas para inducir SOV es la hormona foliculo

estimulante (FSH), que se puede usar sola o en combinacién con hormona liberadora de

Grace Estefania Loayza Salazar - Maria Belén Quezada Vimos
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gonadotropinas (GnRH) (Carney y Foote, 1990). La administracién de FSH exdgena genera un
incremento en la concentracién enddégena de la misma, favoreciendo al crecimiento folicular,
diferenciacion, maduracion y ovulacién; pudiendo ser necesario agregar al final de este
tratamiento, una dosis de GnRH o hCG para que provoque la ovulacién (Edwards et al., 2005).
La FSH porcina (pFSH) es sintetizada y secretada por la adenohipdfisis del cerdo, que se obtiene
a través de procesos como precipitacion de proteinas, separacion cromatogréfica y filtracion
(Closset y Hennen, 1978); la pFSH al igual que la FSH en las deméas especies, se involucra
directamente en el crecimiento de foliculos inmaduros (Deguettes et &l., 2020). La pFSH ha sido
aplicada en varios tratamientos de SOV en diferentes especies tanto de produccién (bovinos: B0,
Rogan, y Mapletoft, 2017; ovinos: Loiola et &l., 2015; caprinos: Sanchez et &l., 2014), en ratas
(Armstrong y Opavsky, 1988), conejos (Hashimoto et al., 2007); entre otros, donde observaron
resultados benéficos.

Existen pocos estudios que han utilizado la FSH como tratamiento para SOV en cobayas. Reed
y Hounslow. (1971) administraron hormona foliculo estimulante humana (FSH-h) a cuatro
cobayas, donde no obtuvieron respuesta superovulatoria pero si un incremento en el nimero y
tamafo de foliculos maduros; mientras que, en el estudio realizado por Soares et al., (1996)
obtuvieron resultados favorables al aplicar en 60 hembras divididas equitativamente en 10
grupos, en 3 fases en donde se iba aplicando eCG, pFSH, gonadotropina menopdausica humana
(hMG) y cloruro de sodio (NacCl) al 0,9%, las dosis se iban acoplando de acuerdo al grupo y fase
de estudio; en dichos resultados obtenidos se concluyd que la prostaglandina F2 alfa (PGF2q)
participa en el mecanismo de ovulacion de las cobayas, ademas que si es posible aumentar el
desarrollo folicular utilizando la FSH-h junto con hCG asociadas 0 no a PGF,,. Por lo explicado
anteriormente, se ha decidido evaluar la respuesta ovarica a la aplicacion de un protocolo a base

de pFSH en diferentes momentos previa sincronizacion del ciclo estral en cobayas.
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Objetivos

2.1.1. Objetivo general

Determinar el efecto de la superovulacién con la hormona foliculo estimulante, aplicada en
diferentes momentos del ciclo, sobre la respuesta ovéarica de cobayas previamente
sincronizadas.

2.1.2. Objetivos especificos

= Valorar el efecto de dos dosis diarias de pFSH aplicada por tres dias consecutivos sobre
la respuesta ovarica de cobayas con sincronizacion previa del ciclo estral.

= Cuantificar y clasificar el nimero de estructuras recuperadas después de la ovulacién de
cobayas superovuladas.

Grace Estefania Loayza Salazar - Maria Belén Quezada Vimos
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Marco Teoérico

3.1. Caracteristicas fenotipicas de los cobayos

Desde el punto de vista fenotipico, el cuy es un animal redondeado y de cuerpo largo, en relacién
a sus patas que son cortas, al igual que su cola, que posee un par de vertebras (Sanchez, 2002).
Su tamario es muy variable y depende de su tipo (mejorado o criollo), llegando a medir entre 20
y 25 centimetros de longitud, con pesos de 650g en hembras a los 55 a 70 dias de edad y peso
de 750g en machos a los 70 dias de edad (Chauca de Saldivar, 1997; Sunday et &l., 2010).

En base a su conformacion se consideran dos tipos de cobayos: Ay B. El tipo A es de caracter
tranquilo y adaptable al manejo, es clasico en las razas productoras de carne de calidad donde
tienen buena base 6sea y excelente en longitud, ancho y profundidad (Figura A). El tipo B posee
un caracter nervioso, de forma angular, posee poca profundidad y poco desarrollo muscular
(Figura B) (Vaca, 2016).

Alto o
srofundided

Figura 1: Tipos de conformacién de cobayos: Ay B. Adaptado de Montes, (2012).

3.2.  Nutricion

La alimentacién del cobayo es un aspecto muy importante ya que de eso depende el éxito de la
produccion (Vivas y Carballo, 2009). El cobayo es una especie herbivora monogastrica y su
alimentacion consiste, en hacer una seleccién y combinacion adecuada de diferentes nutrientes
con la finalidad de obtener una eficiencia reproductiva desde el punto de vista econémico y

nutricional (Gonzales et &l., 2019).

En América del Sur se manejan tres tipos de sistemas dentro de la unidad productiva, como lo
son: familiar o tradicional (Figura 2A), semi tecnificado y tecnificado (Figura 2B) (Tarrillo et al.,
2018). El sistema tradicional al existir un escaso manejo de los animales, su alimentacion se

basa en rastrojos de cosecha, residuos de comida, malezas, etc. En el sistema semi tecnificado
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se emplean mejores técnicas de crianza y se usan subproductos agricolas, pastos cultivados y
en algunas ocasiones balanceados. El sistema tecnificado emplea mejoras en la tecnologia en
cuanto a estructura, alimentacién y comercializaciéon; su alimentacion es mixta que consiste en
suministrar forraje mas suplemento alimentario, esta alimentacion permite llegar a los

requerimientos nutritivos y obtener un éptimo rendimiento (Vivas y Carballo, 2009).

Asimismo, los sistemas se realizan segun sus fases de crianza: los lactantes, desde el nacimiento
hasta los 15-21 dias, los de crecimiento, considerados desde el destete hasta los 56 dias de
edad, se separan por sexo y lotes; y los de engorde, que son hasta los 75-90 dias de edad, estos

van a adquirir su peso de venta al mercado (Tarrillo et al., 2018).

Figura 2: Sistemas productivos del cobayo: Tradicional (A) y Tecnificado (B). Adaptado de Ataucusi, (2015).

El requerimiento nutritivo (Tabla 1) nos permite poder elaborar raciones balanceadas que va a
depender de la edad, estado fisioldgico, genotipo y el medio ambiente en el que cria, se debe
alimentar por lo menos dos veces al dia, un 30-40% durante la mafiana y el resto 60-70% por la
tarde (Chauca, 2021).
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Tabla 1: Requerimientos nutricionales del cobayo en diferentes etapas de crecimiento.

Nutrientes Etapas
Gestacion Lactancia Crecimiento
Proteina (%) 18 18-22 13-17
Energia digestible 2800 3000 2800

(Kcal/kg)

Fibra (%) 8-17 8-17 10
Calcio (%) 1,4 1,4 0,8-1,0
Fosforo (%) 0,8 0,8 0,4-1,0

Magnesio (%) 0,1-0,3 0,1-0,3 0,1-0,3
Potasio (%) 0,5-1,4 0,5-1,4 0,5-1,4
Vitamina C (%) 200 200 200

Fuente: Adaptado de Vivas y Carballo, (2009).

Las proteinas son la base fundamental para la formacién de masa muscular, pelos y viscera, la
misma que se puede encontrar forrajes ricos en proteina como lo son: las leguminosas, que
consumen alrededor del 30% de su peso vivo en forraje verde (FAO, 2000). Por otro lado, los
carbohidratos proporcionan la energia necesaria para que el animal pueda mantenerse, crecer y
reproducirse; podemos encontrar carbohidratos en todos los granos y subproductos como el
afrecho (Vivas y Carballo, 2009). El consumo de agua es indispensable para el crecimiento y
desarrollo normal del animal; las fuentes principales se las encuentra en el agua asociada al
forraje fresco y el agua ofrecida para bebida. El requerimiento de agua es de 120 cm?® por cada

40 g de materia seca de alimento consumido (Gavilanez, 2014).

3.3. Caracteristicas reproductivas

3.3.1. Anatomia del aparato reproductor de la hembra

La cobaya tiene ovarios blancos amarillentos de forma ovalada y se encuentran en la cavidad
abdominal recubiertos por una membrana serosa, denominada bolsa ovarica. Tienen un diametro
de 3 mm de largo x 2 ancho x 2-mm de profundidad (Hargaden y Singer, 2012). Su funcion
principal esta en el producir ovocitos y secretar hormonas como estrégenos y progesterona (Pino,

2015). Lateral a la bolsa ovarica se encuentran los oviductos (Figura 3), con un diametro de 57
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mm de largo x 1,5 mm de diametro (Aliaga et al., 2009); se divide en infundibulo, ampula e istmo,

siendo las encargados de transportar el 6vulo hasta el cuerno uterino donde se lleva a cabo la

Oviducto
«—Ovario

Figura 3: Representacion anatémica del tracto reproductivo de la cobaya. Adaptado de Cafién. (2018)

fertilizacion (Aucapifia y Marin, 2016)

La cobaya posee un Utero de cuerpo corto y aplanado dorso-ventralmente (Figura 3); los cuernos
uterinos miden en su parte media un aproximado de 6 mm y de longitud 37 mm gdisminuyendo
su didmetro en direccién craneo-caudal (Solis y Chavez, 2015). Su principal funcion es recibir al
embrion para su implantacion, siendo las paredes internas de los cuernos uterinos encargadas
de nutrir al huevo o cigoto a partir del endometrio quien es responsable de secretar sustancias

nutritivas. (Cafién et &l., 2015)

La vagina mide aproximadamente 30 a 40 mm de largo; ubicada en la cavidad pélvica en relacién
ventral a la vejiga (Hargaden y Singer, 2012). La cobaya posee una membrana epitelial que
recubre el orificio de la vagina (Grégoire, 2012b). La vulva tiene forma de “Y” (Figura 4) y llega a
medir hasta 25 mm (Solis y Chavez, 2015).

Clitoris Uretra

Figura 4: Esquema de vagina y vulva de la cobaya. Tomado de Fernandez, (2020).
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3.3.2. Pubertad

Se inicia a los 55 y 70 dias de edad, dependiendo de la linea y de la alimentacién que se les
brinda ya sea forraje, balanceado o una alimentacién mixta, se conoce que las hembras alcanzan
la pubertad cuando han llegado a un peso entre 800 y 1400 g, y los machos a un peso de 1000
a 1500 g. En esta fase en los machos, los testiculos inician la produccion de espermatozoides y
en las hembras, la de 6vulos y la manifestacién de celo (Chauca de Saldivar, 1997).

Los cuyes copulan en cualquier época del afio y por lo general la cubricién ocurre en la noche,
es por esto que se dificulta establecer un control de la monta. Durante el empadre la relacion
macho/hembras en animales jovenes es de 1 a 8 y para mayores de 6 meses se ha comprobado
la eficiencia del macho reproductor hasta con 10 hembras; el empadre se realiza a los tres meses
y con un peso minimo de 550 g (Vivas y Carballo, 2009).

3.3.3. Endocrinologiay cambios del ciclo estral

El cuy es una especie poliéstrica continua, es decir, cicla durante todo el afio con pequefas
variaciones de fecundidad. Su ciclo estral presenta cuatro fases: proestro, estro, metaestro y
diestro, y tiene una duracion de 15 a 17 dias. Cada una de las fases esta caracterizada por

diferentes cambios hormonales y algunos morfolégicos en el aparato reproductor (Quenta, 2020).

3.3.3.1. Etapas del ciclo estral

e Proestro:

Con una duracion entre 1 a 1,5 dias (Kuhne y Mendoza, 1992), en esta fase existe una rapida
disminucion de los niveles de progesterona plasmatica que precede al estro, esto permite que el
foliculo preovulatorio crezca y secrete estradiol en un ambiente sin progesterona, la accion del
incremento de los estrégenos ocasiona una notable congestion a nivel de sus genitales externos

con una secrecion ligeramente serosa transparente (Ishii, 1920).

e Estro:

Durante esta fase, que se extiende por 8 a 24 horas (Kuhne y Mendoza, 1992), la hembra acepta
voluntariamente al macho. El acercamiento de esta etapa se manifiesta con una secrecion
viscosa en donde la vulva se encuentra edematizada y humeda (Tresidder, 1922). Y el principal

evento fisioldgico importante es la ovulacion del foliculo preovulatorio.
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e Metaestro:

Su duracion es entre 1y 1,5 dias (Kuhne y Mendoza, 1992) en esta fase la hembra rechaza al
macho, iniciandose el crecimiento de cuerpo luteo y el Utero adquiere ciertas caracteristicas

fisiologicas que permitan la implantacion del 6vulo fecundado (Obregén, 2009).

e Diestro:
La duracién del diestro se encuentra entre 13 a 15 dias (Kuhne y Mendoza, 1992) conocida
también como fase de reposo o descanso, su tiempo de duracidon es mas largo que las otras
fases (Obregdn, 2009).

3.3.3.2. Ovulacion

La ovulacion de la cobaya es espontanea y se produce a las 10 horas de iniciado el celo, en esta
fase se libera de 1-6 évulos que pueden permanecer viables por un lapso de 15 horas,
alcanzando un promedio de 3,14 ovulaciones por ciclo estral (Cerna, Deza, y Lluén, 1995). Un
indicativo de que la hembra esta en celo (estro) es la perforacion de la membrana vaginal y hay
gue destacar que durante la etapa de ocurre la ovulacién (Figura 5). Otro indicativo de celo es el
cambio de coloracion de la zona de la vulva de coloracién péalida a rosa oscuro (Wilson et al.,
2021).

Figura 5: Perforacion de la membrana vaginal. Membrana cerrada (A) y membrana perforada o abierta (B).
Tomado de Rivas, (2022).
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3.3.4. Control hormonal del ciclo estral en la cobaya

3.3.4.1. Protocolos de sincronizacion

La sincronizacion involucra el control o la manipulacion del ciclo estral con el propésito de que
las hembras expresen estro aproximadamente al mismo tiempo. La sincronizacion debe ajustarse
a las consideraciones de cada especie. (Ofate, 2008). Los tratamientos para la manipulacién
del ciclo estral se basan en la utilizacion de hormonas exdégenas como progestagenos y/o
prostaglandinas (Salcedo, 2016). La progesterona exdgena (P4) ayuda a mantener niveles altos
de la misma, blogueando la ovulacién, con la finalidad de generar un nuevo ciclo al retiro de la
progesterona (Grégoire et al., 2010). Asi, el uso de progestagenos en cobayos logra tener una
tasa de sincronizacion del celo de hasta un 95% (Grégoire, 2012a). Por otra parte, el uso de
prostaglandinas en cobayos tiene resultados no deseables, dado que, estas hormonas usadas

por si solas no responden adecuadamente para controlar el ciclo estral (Obregén, 2009).

3.3.5. Protocolos de superovulacion en cobayas

Se denomina superovulacion al aumento del numero fisiolégico de ovulaciones propias de la
especie que en el caso de la cobaya son minimo de 3,14 por ciclo (Aranibar y Echeveria, 2014).
La superovulacion se consigue mediante el uso de hormonas exdgenas permitiendo la

produccion de varios embriones en el mismo ciclo estral (Mogollén y Burla, 2013).

3.3.5.1. Hormonas aplicadas en protocolos de superovulacion

3.3.56.1.1. Hormona luteinizante ovina (0-LH)

Entre los estudios que han tenido resultados favorables con esta hormona se encuentra el de
Garza, Shaban, y Terranova. (1984) lo cuales realizaron una superovulacion con o-LH en seis
cobayas ciclicas, donde primero observaron la apertura de la membrana vaginal y definieron al
dia de la ovulacién como dia 1 del ciclo. Luego, al dia 12 incorporaron mini bombas osméticas

de manera subcutdnea (Figura 6) utilizando anestesia en las cobayas, estas mini bombas

iR 1 ) "

bl | | MBARRE
Figura 6: Incorporacion de mini bombas osméticas subcutdneas en animales de laboratorio. Tomado de Alzet, (2014)
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contenian 1mg de o-LH suplementada con Solucion Buffer Fosfato (PBS). Los resultados que

obtuvieron fueron de 5,3 £ 0,7 6vulos, en comparacion con el grupo control (2,7 £ 0,7 6vulos).

3.3.56.1.2. Gonadotropina coriénica equina (eCG)

Hay diferentes investigaciones que han utilizado eCG para superovulacion en cobayas Barahona
y Quishpe. (2012) usaron 16 cobayas primerizas y las dividieron en cuatro grupos (3
experimentales y un testigo) para aplicar la hormona en dosis de 10, 20 y 30 Ul via subcutanea,
como resultados obtuvieron que la dosis mas alta de eCG fue mas efectiva, donde observaron
un promedio de hasta 5 gazapos nacidos por madre, en comparacién con el control que fue de
dos. Asimismo, Li et al. (2015) utilizaron 36 cobayas, donde consideraron la observacién de la
apertura de la membrana vaginal como primer dia del ciclo, luego las cobayas fueron divididas
aleatoriamente en tres grupos de 12 animales cada uno; y al dia 12 del ciclo aplicaron 20 Ul al
grupo 1, 50 Ul al grupo 2 y solucién salina al tercer grupo que correspondia al control. Obtuvieron
como resultados que eCG aplicada en el dia 12 promueve la luteinizacién de las células de la

granulosa pero no la superovulacion en cobayas.

3.3.56.1.3. Gonadotropina coriénica humana (hCG)

Susuki et al. (2003) aplicaron hCG en cobayas en donde primero observaron diariamente la
apertura de la membrana vaginal para establecer el dia de la ovulacion como dia 1. Luego
inyectaron de forma subcutanea hCG a una dosis de 5Ul/kg/dia los dias 6,7y 8 (mediados de la
fase luteal) y los dias 14,15 y 16 (periodo preovulatorio). Una vez que las hembras exhibieron
apertura de membrana, fueron juntadas con los machos y a los 4 dias después del apareamiento,
los embriones fueron colectados mediante flushing del Gtero y oviductos. Como resultados
obtuvieron que las tres cobayas que recibieron hCG a mediados de la fase luteal, no mostraron
ovulacién, mientras que las 10 cobayas que recibieron la dosis en el periodo preovulatorio
tuvieron ovulacién y fueron juntadas con los machos. EI nUmero de ovocitos recuperados de

todas las hembras fue alrededor de 5,4 + 1,56.

3.3.5.1.4. Hormona foliculo estimulante (FSH)

Al administrar FSH exdgena se incrementa la concentracién endégena de ésta, lo que favorece
el crecimiento folicular, la diferenciacién, la maduracién y la ovulacién, siendo necesario al final
de este tratamiento con FSH la administracion de una dosis de hormona liberadora de
gonadotrofinas (GnRH) o de gonadotrofina coriénica humana (hCG) para que provoque la
ovulacion (Edwards et &l., 2005). La hormona FSH purificada (pFSH) es una de las FSH

exogenas que se obtiene de la glandula hipofisaria del cerdo, esta posee una vida media corta y
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debe ser administrada en intervalos de 12 horas, por lo tanto, se necesita mayor tiempo en su
aplicacion (Popova et al., 2002). Es asi que el empleo de pFSH se realiza en la mayoria de los
protocolos de superovulacion tanto en animales de gran tamafio (Cuello et &l., 2004; Duenhas et
al., 2016; Resendiz, 2022; Vega et al., 2019), asi como en pequefios es de distribucion mundial
(Chang et al., 2021).

Soares et al. (1996) investigaron el efecto de diferentes gonadotropinas en la superovulacién de
cobayas, trataron un total de 60 animales divididos en 10 grupos de 6 hembras cada uno y
aplicaron distintas hormonas en dos fases. La primera fase se formé por 6 grupos donde
recibieron diferentes tratamientos: eCG (grupo 1), pFSH en dosis Unica (grupo 2), pFSH en tres
dosis (grupo 3), FSH-h (grupo 4), gonadotropina menopdausica humana (hMG) (Grupo 5) y
solucion de NaCl al 0,9% (grupo control). De igual manera, la segunda fase se formé por 4 grupos
empleando distintos tratamientos a los cuales también se aplico PGF2a: 22 Ul de FSH-h (grupo
1), 15 Ul de FSH-h (grupo 2), hMG (grupo 3) y solucién de NaCl al 0,9% (grupo control). Los
resultados de la 1° fase indicaron que los primeros tres grupos bloguearon la ovulacién, donde
pFSH indujo luteinizacion folicular temprana. Para la 2° fase, hubo superovulacion de dos

cobayas en los dos grupos de FSH-h.

3.3.6. Desarrollo embrionario

Luego de la ovulacion, los ovocitos viajan hacia el &mpula, en 3 a 4 horas a la mitad del oviducto
permaneciendo aqui durante 30 horas. Se estima que la fecundacion tiene lugar entre 1y 2 horas
(Grégoire, 2012b) 72-84 horas luego de la fertilizacion se desarrolla un embrién de 8-16 células,
el cual alcanza el lumen uterino y se implanta a nivel de los cuernos uterinos alrededor de 144
horas (6 dias) (Chavatte-Palmer y Guillomot, 2007). A los 25 dias se puede diagnosticar la
presencia del embrién a través de la ecografia (Alegria, 2015; Tupiza, 2017).
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4.1.

Materiales y métodos

Materiales

41.1. Fisicos

Guantes de nitrilo

Mandil

Rasuradora

Frascos ambar estériles de 30ml
Equipo de diseccién

Caja de Bisturi N°24

Bandeja

Papel secante

Catéteres 30G

Jeringas de 1ml, 5ml, 10mly 20ml
Marcador permanente

Tubos Eppendorf

Fundas de basura

Céamara

Esferos

Libreta de anotaciones

4.1.2. Quimicos

Altrenogest (progestageno sintético)
Folltropin (hormona foliculo estimulante)
Fertagyl (Gonadorelina)

Solucioén salina taponada de fosfato
Solucién jabonosa de yodo

Lactato de Ringer
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4.1.3. Bioldgicos

- Cuyes (Cavia porcellus): 20 hembras y 4 machos

4.1.4. Laboratorio

- Cajas Petri

- Cajas de busqueda cuadriculadas
- Platina de calefaccion

- Estereomicroscopio

- Gradilla de laboratorio

4.2. Métodos

4.2.1. Areade estudio

La presente investigacion se realizé de manera simultdnea en la granja de Irquis y en el
Laboratorio de Biotecnologia de la Reproduccion de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad Cuenca. Este Ultimo; esta localizado en el km 23 de la via Cuenca-Girén, a la altura
de la Parroquia Victoria del Portete (latitud -3°4’48” y longitud -79°4’31”), a una altitud de 2.663
m.s.n.m. La precipitacion media anual es de 789 mm; las temperaturas oscilan entre 10y 15 °C
(Figura 7).

Figura 7: Geolocalizacién de Granja Irquis de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca.

Tomado de Google maps, 2023.
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4.2.2. Preparacion de las unidades experimentales

Se utilizé un total de 21 hembras multiparas, con edad promedio de 80+15 dias y un peso entre
de 780 + 20 gramos, provenientes de un nucleo de cobayos de diferentes cruces de lineas Perq,
Inti y Andina. De estas 21 hembras, una murid y los 20 restantes fueron distribuidas en los tres
tratamientos.

Las hembras estuvieron en un periodo de adaptacion de diez dias, que incluyé un manejo
alimenticio similar, que consisti6 en suministrar un concentrado formulado siguiendo las
especificaciones nutricionales para cumplir con el 100% de los requerimientos esta especie
segun “Guinea Pig Diet 5025, LabDiet, St. Louis, MO” y NRC. (1995). La alimentacion fue
decreciente con forraje y creciente con el concentrado preparado, hasta que el concentrado se

lo administro como Unica dieta a una racion diaria de 60 gramos para cada animal por dia.

Durante este periodo las hembras fueron alojadas en una jaula de 1x1,5 m. Después de este
periodo de adaptacion, las hembras fueron distribuidas de manera aleatoria en jaulas que estaba
dividida en tres secciones, una para cada grupo experimental, cada seccién permitioé albergar a

3 animales (Anexo A).

Todas las hembras fueron sometidas a un protocolo Unico de sincronizacion que consistié en la
administracion de Altrenogest a una dosis de 0,22 mg/kg, (Regumate®, MSD, Espafa), via oral
durante 15 dias. Las hembras sincronizadas fueron aleatoriamente asignadas a los 3

tratamientos o grupos que se describen a continuacion:

Grupo 1 (n=7); recibieron 15 Ul de pFSH (FSH, Folltropin-V, Bioniche Animal Health, Canadd),
en la mafiana y 15 Ul en la tarde los dias 13, 14 y 15 del protocolo, que fue dia del retiro de la
fuente de progesterona. Grupo 2 (n=7), después del retiro de P4 (dia 15), recibié la misma dosis
de pFSH, 15 Ul en la mafiana y 15 Ul en la tarde los dias 15, 16 y 17. Grupo 3 (n=6) no recibio

ninguna dosis de pFSH, considerado el grupo control (Figura 8).

Asimismo, 12 horas después de la tltima administracién de pFSH las hembras de los grupos 1y
2 recibieron una dosis de 30 Ul de hormona liberadora de gonadotropinas (Gonadorelina,
Fertagyl MSD Salud Animal, S.A. de C.V, México) por via intraperitoneal, para estimular la

ovulacion en todos los foliculos.

El dia del retiro del progestageno (dia 15), se introdujo al macho en una relacién de 1:1 para

favorecer la monta y asegurar la fertilizacion; ademas, desde el retiro de P4 a todas las hembras
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se les revisé diariamente la apertura de la membrana vaginal, que fue la referencia para
determinar el inicio de celo y el apareamiento.

Luego de 96 + 24 horas (4+1 dias) después del apareamiento (apertura de la membrana vaginal),
se procedi6 a recolectar las estructuras a través del lavado de oviductos y Utero para luego ser
clasificadas. Ademas, se valoré los diametros de cada ovario para determinar el volumen ovarico

(VO), se valoré el numero y diametro de foliculos normales y cuerpos lateos.

GRUPO 1 (pFSH-A)

Retiro
Altrenogest Lavado de
+ FSH (15U1 oviductos y
amy 15 Ul utero +
o pm) + ) conteo de
Inicio FSH FSH introducclon Dia del cuerpos
Altrenogest 15Ulam 15Ul am del macho apareamiento liteos y
VO y 15Ul y 15Ul GnRH 30 foliculos
| pm pm Ulam |
0 13 14 15 12h 4%1
Revision diaria de apertura
de membrana vaginal
GRUPO 2 (pFSH-D)
Retiro
Altrenogest La_vado de
+ FSH (15Ul oviductos y
amy 15 Ul utero +
o pm) + conteo de
Inicio introduccion FSH FSH Dia del cuerpos
Altrenogest del macho 15Ul am 15Ul am apareamiento luteos y
VO y 15UI y 15Ul GnRH 30 foliculos
| I pm pm Ulam |
0 15 16 17 12h 4+1

Revisién diaria de apertura de membrana vaginal

GRUPO 3 (Control)

Lavado de
oviductos y
Retiro ltero +
Altrenogest + conteo de
Inicio introduccién Dia del cuerpos
Altrenogest del macho apareamiento luteos y
\'e] foliculos
I ! !
0 15 41

Revision diaria de apertura de
membrana vaginal

Figura 8: Unidades experimentales. Aplicacion de pFSH antes del retiro de P4 (Grupo 1; pFSH-A). Aplicacion de pFSH
después del retiro de P4 (Grupo 2; pFSH-D). Grupo sin aplicacion de pFSH (Grupo 3; control).
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4.2.3. Monitoreo de la apertura de la membrana vaginal

Se inicidé el monitoreo de la apertura de membrana vaginal (Figura 11; Anexo B) a partir del dia
15 para todos los grupos, después de la ultima administracién de P4 (6:30 am); en el caso del
grupo 1, una vez administrada la P4, se colocé la dosis intraperitoneal de pFSH, posteriormente
se reviso la apertura de la membrana y finalmente los machos fueron ubicados en las respectivas
jaulas. Asimismo, en la tarde nuevamente se reviso la apertura de la membrana (6:30 pm). Para
este procedimiento se siguié la metodologia propuesta por Wilson et al. (2021), que 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”
(Figura 9C y 9D); al visualizar la apertura de la membrana vaginal, se registro la fecha y la hora

en la que se observo por primera vez perforada.

Figura 9. Monitoreo de la apertura de la membrana vaginal (AMV) en cobayas. Durante el periodo del ciclo
estral la membrana se encuentra cerrada (A, B). La membrana cambia de color y empieza a perforarse cuatro
a cinco dias antes de ovulacion (C). Al momento de ovulacion, la membrana se perfora y aumenta las
secreciones vaginales de moco (D). La membrana se empieza a cerrar después de la ovulacion (E, F). Tomado
de Wilson et al., (2021).
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Figura 10: Revisién de la apertura de la membrana vaginal. A: membrana vaginal abierta. B: membrana vaginal
cerrada. Fuente: propia.

4.2.4. Administracion de la hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH)
Para la administracion de estas dos hormonas se utilizd la via intraperitoneal siguiendo la
metodologia desarrollada por Turner et &l. (2011) y consistié en colocar al animal en posicion
decubito dorsal, con su cabeza ligeramente inclinada hacia abajo (esto ayuda a desplazar los
organos abdominales, evitando asi la perforacion de los mismos) (Figura 11). Se localiza la
cavidad peritoneal en el cuadrante inferior del abdomen, lateral a la linea media, y se inserta la
aguja en un angulo de 45° con respecto a la piel, una vez administrada la dosis se da un suave

masaje en la zona.

Figura 11: Inyeccién intraperitoneal en cobayas (Cavia porcellus): ubicacion del animal (A) y lugar de inyeccion (B).
Adaptado de Kilgallon, (2020); Meara, (2009).
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4.2.5. Lavado de oviducto, Utero y recuperacién de estructuras

Todas las hembras fueron sacrificadas 96+24 horas 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 (Euthanex®, INVET, Colombia). El principal efecto de este farmaco es
muerte cerebral junto con paro respiratorio y colapso circulatorio (Litter, 2015).

Para el lavado del tracto reproductor se siguié la metodologia descrita por Susuki et al. (2003)
gue consisti6 brevemente en rasurar la zona del abdomen y desinfectar con una solucion
jabonosa de yodo, luego colocar a las hembras en decubito dorsal y realizar una incision de 4
cm a lo largo de la linea alba para localizar el tracto reproductivo y extraer el Utero y los ovarios
(Anexo C). El utero y los ovarios fueron colocados, para el 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. (Anexo D).

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

lavar por tres ocasiones, este mismo procedimiento se realizé en los cuernos uterinos.

_',f' -~
f o
Sostener el cuerno [= /
: : o .T eringa
uterino con pmzas iy
‘.

\ ‘a
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Cuerno uterino par‘re superior del utero
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)

Figura 12: Metodologia de Flushing de los cuernos uterinos en animales de laboratorio. Adaptado de Deb, Reese, &
Paria, (2006)
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4.2.6. Evaluacién del desarrollo y calidad de estructuras colectadas

La valoracion y clasificacion morfoldgica de las estructuras se basé en la metodologia descrita
por Shi et al. (2000), que consistié en evaluar las estructuras bajo la luz de un estereomicroscopio
con un lente de aumento de 50 a 100x (Anexo F), y clasificarlas en primera instancia en ovocitos

sin fecundar y embriones.

Luego, de la primera clasificacién, se evalué al embridén a través de su etapa de desarrollo con
relaciéon del dia de inicio de celo y considerada la etapa en la que 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 eninglés) (Stringfellow, 1944;
Seidel, 1998), y adaptandolas a nuestro estudio; segun las indicaciones de Shi et &l. (2000) y
Suzuki et &l. (1993) en estructuras aptas y no aptas.

4.2.7. Volumen ovérico, numero y didmetro de foliculos y cuerpos lUteos

Los ovarios recuperados fueron colocados sobre un papel milimétrico y medidos bajo el lente de
un estereomicroscopio (50 a 100x OLYMPUS SZ61) (Anexo G). Y se procedié a tomar fotografias
de estos para posteriormente medir con mayor precision en un programa informético (ImageJ,

Java; Anexo ).

Para valorar la respuesta al tratamiento superovulatorio, se cuantifico el nUmero y se midio y el
didmetro de los cuerpos luteos y foliculos en la superficie ovarica (Anexo H). En este mismo
sentido, se valoré el diametro de cada ovario recuperado y determinar el volumen ovarico en
mm?, para esto se utiliz6 la metodologia descrita por (Penitente-Filho et &l., 2015), que consistié
en medir el ovario en tres planos (largo, ancho y profundidad) como se puede observar en la

Figura 13 y posterior aplicar la siguiente formula: Volumen ovarico (mm?) = 0,5 x D1 x D2 x D3.

Finalmente, para hallar el diametro del cuerpo luteo y foliculos fueron medidos en dos planos
(largo x ancho, Figura 14), y se obtuvo mediante la media aritmética de ambas medidas:

Diametro (mm) = (D1+D2) / 2 y expresado en mm (Penitente-Filho et al., 2015).
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Figura 14. Esquematizacién de la medicion del volumen ovarico. Tomado de Penitente-Filho et al., (2015)

Figura 13.Esquematizacion de la medicion del diametro del cuerpo liteo. Adaptado de Penitente-Filho et al., (2015)
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4.2.8. Anélisis estadistico

Los datos obtenidos fueron tabulados en una base en Excel, y posteriormente se analizaron
mediante el paquete estadistico STATISTICAS® 12.0 (StatSolf, Tulsa, Oklahoma, EE. UU.). Se
realiz6 una prueba de Shapiro Wilk para determinar la normalidad de datos numéricos de todas
las variables (muestra menor a 50). Los efectos de la administracién de la hormona foliculo
estimulante porcina (p-FSH) sobre la respuesta (numero de cuerpos lateos, foliculos vy
estructuras recolectadas) y caracteristicas morfométricas ovaricas (diametro de cuerpos liteos y
foliculos y volumen ovérico) se analizaron mediante un andlisis ANOVA y para determinar las
diferencias entre grupos, se utilizé la prueba Post-Hoc de DMS. Los datos presentados en las
figuras se expresaron como valores medios + error estandar 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.
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5.1. Clasificacion morfolégica de las estructuras recuperadas

Inmediatamente después del lavado del Utero y oviductos, se procedi6 a valorar y clasificar
morfolégicamente las estructuras recuperadas (Tabla 2). En total se obtuvieron 5
estructuras de las 20 hembras a las que se aplic6 el protocolo sincronizacién y
superovulacion; las 5 estructuras colectadas pertenecieron al grupo control, de estas 3

fueron clasificadas como embriones aptos.

Tabla 2: Clasificacion de estructuras recuperadas después del lavado.

Tratamientos n T. Est. Tipo. Est. Cal. Est Cla. Est.
UFO M B R A NA
PFSH-A 7 0 - - - - - -
pFSH-D 7 0 - - - - - -
Control 6 5 - 5 3 2 3 2

n=numero de cobayas. T.Est=total de estructuras. Tipo Est=tipo de estructuras. UFO=ovocito sin fecundar.
M=morula. Cal. Est.=calidad de las estructuras. B=bueno. R=regular. Clas. Est.=clasificacion de las

estructuras. A=apto. N. A=no apto.

5.2. Respuesta ovarica de cobayas sincronizadas y superovuladas

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 3. A
la revision de apertura de membrana vaginal (AMV) de todas las cobayas después del retiro
de la fuente de progesterona, mostraron AMV a las 52,80 + 30,75 horas que fue considerado

como el dia de inicio del celo (Tabla 3).
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Tabla 3: Valores medios y desviacion estandar de las distintas variables sobre la respuesta

ovarica de las cobayas sincronizadas y superovuladas con hormona pFSH.

95% Intervalo de

Variables n X+DE confianza
Inferior  Superior
AMV-P4 (horas) 20 52,80 + 30,75 38,41 67,19
AMV-pFSH (horas) 14 86,57 + 37,70 64,80 108,34
VO (mm?3) 20 32,43 + 14,13 25,81 39,05
FOLs 20 6,35+ 6,97 3,08 9,61
D-FOLs (mm) 20 0,435 + 0,256 0,31 0,55
CLs 20 2,15+ 1,30 1,53 2,76
D-CLs (mm) 20 0,475+ 0,234 0,36 0,58

n=Numero total de hembras. AMV-P4= Horas transcurridas desde el retiro de la fuente de progestageno hasta
la apertura de la membrana vaginal (AMV). AMV-pFSH= Numero de horas transcurridas desde la aplicacion de
pFSH hasta AMV. VO= Volumen ovarico. FOLs= Total de foliculos encontrados. D-FOLs= Diametro folicular.

CLs= Total de cuerpos luteos encontrados. D-CLs= Diametro de cuerpos llteos.

Las diferentes caracteristicas ovaricas y de conducta estral de las hembras en las que se
incluye: inicio de celo, nimero y diametro de estructuras ovaricas, se resumen en la Tabla
3. Durante la evaluacién de la apertura de la membrana vaginal después del retiro de la
fuente de progesterona, todas las hembras de los tres tratamientos respondieron en
periodos de tiempo similares, sin presentar diferencias significativas entre las mismas
(pFSH-A 58,29 + 11,54, pFSH-D 61,71 + 11,54 y C 36,00 £ 12,00 horas p>0,05, Figura 15
A), sin embargo, a la revision de la apertura de la membrana vaginal post aplicacion de la
hormona pFSH, las hembras del grupo pFSH-A presentaron la AMV en mayor tiempo en
comparacion con el grupo pFSH-D (111,43 + 10,04 vs. 61,71 + 11,54 horas; p<0.05, Figura
15 B).
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Figura 15. Periodo de tiempo de la apertura de la membrana vaginal de cobayas desde el retiro de la fuente de
progesterona (Altrenogest) hasta la manifestacion de celo (Figura 14 A.) Monitoreo de la apertura de membrana
vaginal de cobayas desde el inicio de la aplicacion del tratamiento con hormona foliculo estimulante porcina
(pFSH) hasta la manifestacion de celo (Figura 14 B). Grupo pFSH-A: cobayas a las que se les aplicé diferentes
dosis de pFSH antes del retiro de la fuente progesterona. Grupo pFSH-D: cobayas a las que se les aplico
diferentes dosis de pFSH después del retiro de la fuente progesterona. Grupo Control: cobayas sin aplicacion

de pFSH. Diferentes letras minUsculas expresan diferencias significativas entre los grupos (a-b p <0,05)

La evaluacion de las caracteristicas morfométricas de ambos ovarios demostré que el valor
medio del volumen ovarico de todas las hembras del estudio fue de 32,43 + 14,13 mm?.
Asimismo, las hembras de ambos grupos que recibieron pFSH tuvieron un volumen ovarico
similar entre ellos y presentaron un volumen mayor en comparacion con el grupo control
(pFSH-A 41,20 + 6,83, pFSH-D 32,79 + 3,36 vs. C 21,78 + 2,15 mm?; p<0,05 Figura 16).
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Figura 16.Volumen ovarico en mm? (VO) en cobayas sometidas a un tratamiento de superovulacion con pFSH.
Grupo pFSH-A: cobayas a las que se les aplicé diferentes dosis de pFSH antes del retiro de progesterona.
Grupo pFSH-D: cobayas a las que se le aplicé diferentes dosis de pFSH después del retiro de progesterona.
Grupo Control: cobayas sin aplicacion de pFSH. Diferentes letras mintsculas expresan diferencias significativas
entre los grupos (a-b p <0,05).

El numero total de foliculos observados al momento del sacrificio de las cobayas no fue
diferente entre las hembras de los tres tratamientos (pFSH-A 7,71 + 3,88; pFSH-D 8,57 +
1,6; Control 2,16 + 0,98; p> 0,05, Figura 17 A), a pesar de observar un mayor nimero de
foliculos en ambos grupos que recibieron pFSH en comparacion con el grupo control. Sin
embargo, al observar el diametro de folicular, se determiné que las hembras a las que se
les administr6 pFSH antes y después del retiro de la fuente de progesterona tuvieron un
diametro similar entre ellas y mayor en comparacion con el grupo control (pFSH-A 0,51 +
0,09; pFSH-D 0,49 £ 0,09 vs. Control 0,27 + 0,08 mm; p < 0,05, Figura 17 B).
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Figura 17. Numero total de foliculos (panel A) y didmetro folicular (panel B) de cobayas sometidas a un
tratamiento de superovulacion con pFSH. Grupo pFSH-A: cobayas a las que se les aplicé diferentes dosis de
pFSH antes del retiro de progesterona. Grupo pFSH-D: cobayas a las que se le aplico diferentes dosis de pFSH
después del retiro de progesterona. Grupo Control: cobayas sin aplicaciéon de pFSH. Diferentes letras

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

El nimero total de cuerpos lateos (CLs) encontrados en la evaluacién de los ovarios
después del sacrificio no difirié entre los tratamientos (pFSH-A 1,85 + 0,45; pFSH-D 1,71
0,52; Control 3 £ 0,44; p>0,05 Figura 18 A). Asimismo, no se reporté ninguna diferencia
significativa entre tratamientos para la variable diametro de cuerpos lateos (pFSH-A 0,47 +
0,09; pFSH-D 0,35 £ 0,09; Control 0,61 + 0,04 mm; p>0,05, Figura 18 B).
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Figura 18: Numero total de cuerpos lateos (panel A) y diametro de cuerpos liteos (panel B) en cobayas
sometidas a un tratamiento de superovulacion con pFSH. Grupo pFSH-A: cobayas a las que se les aplicé
diferentes dosis de pFSH antes del retiro de progesterona. Grupo pFSH-D: cobayas a las que se le aplico
diferentes dosis de pFSH después del retiro de progesterona. Grupo Control: cobayas sin aplicacion de pFSH.

Diferentes letras minusculas expresan diferencias significativas entre los grupos (a-b p <0,05).
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Discusiodn

Los resultados de la presente investigacion indican que la administracion intraperitoneal de
pFSH antes o después del retiro de la fuente de progesterona como parte de un protocolo
de sincronizacién y superovulacion, no tuvo efecto sobre la respuesta ovérica en las
cobayas y, por ende, tampoco sobre calidad, tipo y numero de estructuras recuperadas. No
obstante, a pesar de no tener un efecto sobre la respuesta ovarica, si se observaron
variaciones en las caracteristicas morfologicas del ovario, especificamente en el volumen
ovarico, que se explica por un diametro mayor de los foliculos en los grupos de pFSH, en

comparacion con el grupo control.

Se obtuvo un total de cinco estructuras del grupo control, estos se encontraron en un estadio
de desarrollo de moérula, y se obtuvieron en el dia 4+1 (96 + 24 horas); después de la
comprobacién de la apertura de la membrana vaginal (indicativo de manifestacion de celo)
que para nuestro estudio fue considerado como el dia del apareamiento y el momento en
el que ocurre la ovulacion. Este periodo de tiempo concuerda con los trabajos de Chavatte-
Palmer y Guillomot. (2007) donde afirmaron que en cobayas se pueden observar embriones
a partir de 8 células cuando se realiza el flushing de los cuernos uterinos a los 3,5 dias post-
fertilizacion. No obstante, otros estudios sugieren que las estructuras pueden visualizarse
a partir de 1 hasta el 5 dias después de la copulacién (Takahashi y Division, 1999) y obtener
embriones en estadios de desarrollo de entre dos a ocho células hasta mérulas de 16 a 32
células (Dorsch, Glage, y Hedrich, 2008; Cafién, 2018). Por lo tanto, el dia de lavado de
oviductos y (tero en nuestro estudio se encontr6 dentro de una ventana de tiempo

adecuado para obtener estructuras antes de la implantacion.

Reed y Hounslow. (1971) demostraron que la administracion de FSH humana (FSH-h) en
cobayas (4Ul/animal) en dosis Unica, cuatro dias antes de la siguiente ovulacién; generd un
aumento en el nimero y tamafio de foliculos maduros en comparaciéon con los animales no
tratados, sin embargo, no observaron una respuesta superovulatoria satisfactoria, que fue
medida en el nimero de estructuras colectadas y de cuerpos luteos observados, lo que
indica que el tratamiento con FSH no tiene efecto en inducir la ovulacion. Al igual que en el
estudio mencionado, no se logré recuperar ninguna estructura de los grupos a los que se
les administré la hormona (pFSH-A y pFSH-D) a pesar de que la dosis utilizada fue mayor
(30 Ul/animal).
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La administracion de pFSH en ratas, a una dosis de 2,5 Ul totales mediante bombas de
infusion por un periodo de 60h (1 Ul/dia) en comparacién con inyecciones subcutdneas dos
veces al dia (0,5 Ul cada una), demostré tener una mejor respuesta superovulatoria ya que
respondieron todas las hembras sometidas al tratamiento por bombas de infusién (8/8)
obteniéndose una media de 67 £ 10 estructuras recuperadas por rata, de los cuales 51 + 8
fueron mérulas y blastocistos de apariencia normal, mientras que con el tratamiento de
inyecciones multiples se obtuvo respuesta en solo 2/8 ratas; lo que sugiere que para lograr
un crecimiento folicular adecuado y por ende una mejor respuesta superovulatoria, se debe
mantener niveles altos y constantes de FSH en sangre (Armstrong y Opavsky, 1988). En
general la vida media de la FSH en sangre es de aproximadamente de 2 a 4 horas
(Obregon, 2009), mientras que la pFSH (Folltropin-V) utilizada en el presente estudio, tiene
una vida media de 5 horas y es indetectable en el flujo sanguineo 12 horas después de la
inyeccion (Cimavet, 2017). Por lo tanto, seria adecuada la administracion de una tercera
dosis por dia con un intervalo de tiempo menor, y asi lograr que los niveles de FSH se
mantengan altos por un periodo de tiempo mas largo. Sin embargo, para hacer esta
afirmacion es necesario el desarrollo de mas estudios especificos que confirmen esta

hipétesis.

Otros trabajos realizados en ratas indican que pFSH combinado en pequefas dosis de
hCG, incrementan significativamente la respuesta superovulatoria (Armstrong et al., 1989;
Hamilton y Armstrong, 1991), esta mejor respuesta obtenida por la combinacién de pFSH y
hCG se debe a que en los estudios mencionados, la preparacién de pFSH utilizada tenia
poca actividad de LH (<0,01%) y la LH endégena de los animales reflejaba ser inadecuada
para generar la sinergia requerida para permitir la superovulacién; por lo que pequefias
dosis de hCG ayudarian al aumento de la actividad de LH superando asi la deficiencia de
la misma (Armstrong et &l., 1989). Asi también, en comparacion con LH, hCG se podria
considerar mas efectiva por una vida media mas prolongada (8 a 12 horas) que LH (30
minutos) (Filicori, 2011; Barahona y Quishpe, 2012). Por lo tanto, se podria probar
tratamientos de pFSH en combinacién con otras hormonas en cobayas para estudios

posteriores.

En nuestro estudio, para la valoracion de la apertura de la membrana vaginal (AMV) se
tomé como referencia el momento de la aplicacion de la hormona pFSH y el momento del
retiro de la fuente de progesterona. Los resultados de la evaluacion de la AMV confirmaron
que la administracion de pFSH podria tener un efecto sobre AMV. Las hembras a las que
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se les aplic6 FSH antes del retiro de la fuente de progesterona (pFSH-A) presentaron la
AMV en un tiempo mayor (111,43 + 10,04 vs. 61,71 + 11,54 para pFSH-D), lo que explica
el estradiol producido por los foliculos en desarrollo influye en la manifestacion de la
conducta estral, y este desarrollo pudo ser inhibido por niveles altos de progesterona en
este grupo (pFSH-A) lo que ocasiond un retraso del crecimiento de foliculos,
especificamente antrales y preovulatorios y por ende fue necesario mayor tiempo para
mostrar conducta estral (Labhsetwar y Diamond, 1970; Long et &l., 2021); los foliculos
antrales y preovulatorios tienen el desarrollo de mas receptores de LH, lo que hace adquiera
mayor respuesta a la misma y reduzca la dependencia de FSH (Zeleznik, 2004). Sin
embargo la secrecién de P, induce retroalimentacion negativa a la hipofisis, disminuyendo
asi la frecuencia de pulso de GnRH y por lo tanto de LH (Skinner, Caraty, y Allingham,
2001). Lo que explica el bloqueo del desarrollo de los foliculos preovulatorios, sugiriendo
asi que el desarrollo folicular esta regulado por los niveles de progesterona circulante
(Telfer, Gosden, y Faddy, 1991). No obstante, al valorar la AMV desde el retiro de la fuente
de progesterona sin considerar la administracion de FSH, todas las hembras mostraron
AMV a las 52,80 + 30,75 (2,1 £ 1,4 dias), resultados que concuerdan con los publicados en
otros estudios en los que se administro por 15 dias un progestageno sintético (altrenogest)
a una dosis de 0,22 mg/kg (Grégoire et al., 2012a; Ferrin y Murudumbay, 2022).

Las caracteristicas morfolégicas de los ovarios pueden verse afectadas por algunos
factores fisiolégicos y patoldgicos (Fernandez et &l., 2022; Pilny, 2014). Se ha observado
que la administracién de altas dosis de hormonas gonadotrépicas hipofisarias (por ejemplo
FSH) y no hipofisarias (eCG) puede ocasionar un cambio en algunas caracteristicas
ovaricas, especificamente en el nimero y diametro folicular, y a posteriori, después de la
ovulacion, en la cantidad y didmetro de cuerpos lUteos lo que provoca un cambio en la forma

y peso del ovario (Reviers y Mauléon, 1973; Li et al., 2015).

En nuestro estudio se observé que las caracteristicas morfolégicas del ovario presentaron
variaciones en cuanto al volumen, es decir, que la administracion de pFSH provocé un
aumento en el volumen ovarico. Estos resultados guardan similitud con el estudio de Wei
et al. (2017), quienes observaron un mayor tamafio de los ovarios de ratones sometidos a
un tratamiento con pFSH a una dosis de 20Ul, en comparacion con el grupo control en el
gue administraron 0,5 ml de solucion salina (pFSH 0,352 + 0,081 um vs. Control 0,290 *
0,018 pm). Estas variaciones observadas en nuestro estudio en cuanto al volumen ovarico
como consecuencia de la administracion de 30Ul de FSH diaria en comparacion con
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aquellas hembras sin estimulacién hormonal, estarian relacionadas principalmente con
cambios en los componentes somaticos de los foliculos durante la fase de previa a la

ovulacién, como fenémenos de crecimiento y diferenciacién folicular (Richards, 1980).

Asimismo, otra evidencia para un mayor volumen ovarico debido a la administracion de
pFSH seria que esta hormona promueve la proliferacion y diferenciacion de foliculos pre-
antrales en sus primeras etapas de desarrollo, induciendo asi el crecimiento y maduracion
de los foliculos, pero sin generar una respuesta superovulatoria (Candelaria, Rabaglino, y
Denicol, 2020; Hunzicker-Dunn y Maizels, 2006). Sin embargo, el volumen ovarico de todas
las hembras se encontré dentro del rango de 6-36 mm? (3-6 mm x 2-4 mm x 2-3 mm) para

cobayas (Hargaden y Singer, 2012).

La administracion de 30 Ul de pFSH no influyé estadisticamente sobre el nimero de
foliculos; sin embargo, el diametro de estos se vio afectado, siendo este mayor en las
cobayas tratadas con pFSH que en las de grupo control (pFSH-A 0,51 + 0,09; pFSH-D 0,49
+ 0,09 vs. Control 0,27 £ 0,08), lo que sugiere que la aplicacion de pFSH podria mejorar el
tamafio del foliculo preovulatorio sin tener un efecto superovulatorio. Como se mencioné
anteriormente, la FSH induce la maduracion de los foliculos, esto lo hace a través del
receptor FSH-R que se encuentra especificamente en las células de la granulosa de
foliculos pre-antrales (Wang et al., 2020) y antrales (Ferreira et al., 2020); ademas, la FSH
ayuda a la proliferaciéon de las células de la granulosa impidiendo asi la atresia folicular
(Franco y Uribe, 2012; Fortune, 2003).

Con relacion al niamero y diametro de los cuerpos luteos (CLs), no se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos de pFSH y control. EI nUmero de CLs
observados fue similar al estudio de Aranibar & Echeveria, (2014) donde encontraron 2,8 +
0,9 en cobayas de la raza Per(, es decir, el numero de CLs fueron el reflejo de la cantidad
de foliculos que llegaron a ovular, y como se dijo anteriormente, el tratamiento con pFSH

en la cobaya no ocasion6 un aumento en el nimero de foliculos.
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Conclusiones

La administracion intraperitoneal de una dosis total de 90 Ul de la hormona foliculo
estimulante porcina (pFSH) antes y después del retiro de una fuente de progesterona
(P4) en cobayas sincronizadas no caus6 un efecto sobre el numero y diametro de
cuerpos luteos; y por consiguiente sobre el numero, tipo y calidad de estructuras

recuperadas.

La aplicacion intraperitoneal diaria de 30 Ul de pFSH, pudo influir en que las hembras

demostraran conducta estral (celo) en un periodo de tiempo mas corto.

La administracion de pFSH a cobayas ocasion6 una modificacion del diametro folicular
y volumen ovarico, lo que sugiere que la administracion de pFSH como parte del

tratamiento de superovulacion pudiera alterar la morfologia.
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Anexos

Anexo A: Jaulas experimentales para sincronizacion de cobayas.
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Anexo C: Localizacion del tracto reproductivo y extraccion del Utero y ovarios de las

cobayas.

Anexo D: Lavado de oviductos para recuperacion de estructuras.
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Anexo E: Utero y ovarios en solucion salina buffer de fosfato (PBS) mantenida a 37°C

Anexo F: Evaluacién de estructuras bajo la luz de un estereomicroscopio.
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Anexo G: Cuantificacion de foliculos y cuerpos luteos bajo el lente del estereomicroscopio.

Anexo H: Medicién del diametro ovarico, cuerpos lateos y foliculos en papel milimetrado

bajo la luz de un estereomicroscopio.
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Anexo |: Medicién del didmetro ovérico utilizando el software Image J.
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