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Resumen
La presente investigacion tuvo como objetivo determinar las caracteristicas
morfoestructurales del aparato reproductor de la cobaya en las cuatro fases del ciclo estral.
Se emplearon 20 cobayas con edades entre 4 y 5 meses, peso promedio de 1.085,5 + 68,059.
Estas fueron sincronizadas durante 15 dias con progesterona oral para su posterior valoracion
de las estructuras del aparato reproductor, citologia vaginal, toma de muestras sanguineas,
evaluacién de la morfométrica de la vulva, vagina, cérvix, Utero y ovarios, recuento de foliculos
antrales, asi también la clasificacion de COC’s obtenidos en cuatro momentos del ciclo estral;
ademas se determinaron, los niveles de progesterona en las cuatro fases. Los resultados
obtenidos en la citologia demostraron que en el proestro se encuentran un mayor nimero de
células intermedias, en estro y diestro las células superficiales fueron las que predominaron
y en el diestro predominan las células basales. Los COC’s aptos recuperados mediante la
técnica de aspiracion folicular en la fase del proestro tiene mayor cantidad de ovocitos. El
espesor del Gtero mediante la ecografia cambia en la fase del estro y diestro es mas en donde
el nivel hormonal incrementa por lo que se observa los cuernos uterinos engrosados, rojizos.
En conclusion, las caracteristicas morfoestructurales del aparato reproductor de la cobaya
son diferentes en las cuatro fases del ciclo estral, esto varia de acuerdo con las células
obtenidas en la citologia y los niveles de progesterona, para lo cual sirve como

aprovechamiento y optimizacién en la reproduccion junto con la produccion en las cobayas.
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Abstract

The aim of this study was to determine the morpho-structural characteristics of the
reproductive system in guinea pigs during the four phases of the estrous cycle. Twenty guinea
pigs, aged between 4 and 5 months with an average weight of 1,085.5 + 68.05 g, were used.
They were synchronized for 15 days with oral progesterone for subsequent evaluation of
reproductive structures, vaginal cytology, blood sampling, morphometric assessment of the
vulva, vagina, cervix, uterus, and ovaries, follicle count, as well as the classification of COCs
obtained at four different points in the estrous cycle. Additionally, progesterone levels were
determined during the four phases. Cytology results showed that intermediate cells were more
prevalent in proestrus, superficial cells predominated in estrus and diestrus, while basal cells
predominated in diestrus. The viable COCs recovered via follicular aspiration during proestrus
contained a higher number of oocytes. Uterine thickness, as observed via ultrasound, varied
during estrus and diestrus, with increased hormonal levels leading to thicker, reddish uterine
horns. In conclusion, the morpho-structural characteristics of the guinea pig reproductive
system vary across the four phases of the estrous cycle. These variations correspond to the
types of cells found in cytology and progesterone levels, which can be used to enhance and
optimize reproduction and production in guinea pigs.

Author Keywords: estrous cycle, progesterone, follicles, corpus luteum, guinea pig
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1. Introduccion
El cuy (Cavia porcellus) ha sido un sujeto de estudio fundamental en numerosas
investigaciones relacionadas con la reproduccién de seres humanos y animales domésticos
Carfon (2018); esto se debe, en gran medida, a que las cobayas poseen caracteristicas
reproductivas que las convierten en un modelo valioso. En primer lugar, estas presentan un
ciclo estral de corta duracién, con una ovulacién espontanea, ademas, exhiben cuerpos liteos

activos, su periodo de gestacion es breve y su placenta es tipo discoidal (Cafén, 2018).

La duracién del ciclo estral de la cobaya, en promedio es de 16,1+0,2 dias (Shi et al., 2000),
durante este proceso se observan diversos cambios morfolégicos en el aparato reproductor
de la hembra, al igual que en la mayoria de las especies de interés zootécnico. Por ejemplo,
durante las fases de proestro y estro, la cobaya presenta la vulva tumefacta, la vagina
dilatada, el cérvix abierto y con secrecién, asi como los cuernos uterinos hinchados y tensos
(Aliaga et al., 2009; Boeta et al.,2018). Por el contrario, en las etapas de metaestro y diestro,
se aprecia una disminuciéon del tamafio de la vulva y la vagina, el cérvix se cierra y la
produccion de moco se reduce, volviéndose méas espeso, mientras que los cuernos uterinos
se tornan mas laxos (Boeta et al., 2018). No obstante, la informacion disponible acerca de la
anatomia y fisiologia del ciclo estral en la cobaya es limitada en comparacion con otras

especies de mamiferos (Dominguez, 2023).

Por ejemplo, se conoce que durante el proestro y estro hay un aumento del flujo sanguineo,
mientras que en el metaestro y diestro hay un descenso del flujo sanguineo a todos los
organos (Li & Shen, 2015). Por otra parte, durante el proestro los ovarios experimentan un
crecimiento folicular activo y los foliculos ovaricos en desarrollo producen estrégeno; en el
estro uno o mas foliculos alcanzan la madurez y se rompen liberando ovocitos, después de
la ovulacién, el foliculo ovarico se transforma en cuerpo liteo, el cual comienza a segregar
progesterona; mientras que en el metaestro hay regresion del cuerpo liteo y se degrada si
no hay fertilizacion/gestacion, finalmente durante el diestro los ovarios estdn en reposo
relativo, con una disminucion en la actividad folicular y lutea (Garcia & Flores, 2018; Klein,
2014).

Adicionalmente, se encuentra bien documentado que los niveles de progesterona son
elevados durante la fase latea, mientras que en la fase folicular estos son bajos (Echeverria,
2006). Sin embargo, en el caso de las cobayas, la informacion disponible es muy general,
conociéndose que los ovarios presentan una forma ovoide y miden aproximadamente de 3 a

6 mm de largo, 2 a 4 mm de ancho y 2 a 3 mm de profundidad, con un peso promedio de 50
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a 150 miligramos por ovario. No obstante, no se cuenta con informacion detallada acerca del
recuento de foliculos antrales en las diferentes etapas del ciclo estral de estas hembras
(Barahona & Quishpe, 2012).

Ademas, se han realizado muy pocos estudios que hayan determinado la morfologia de las
células epiteliales vaginales en las diferentes fases del ciclo estral segun reportado por Kuhnel
& Mendoza (1992), durante el proestro se observan células intermedias de tamafio grande y
pequefio, con abundante mucus, en el estro se identifica una mayor cantidad de células
superficiales de forma poliédrica y con nucleo picnético, asi como también células
superficiales anucleares, en el metaestro se aprecia una disminucion en el ndmero de
leucocitos, células intermedias y células superficiales, por ultimo en el diestro se evidencia
una gran proporcion de leucocitos en relacibn a las células intermedias (Aranibar &
Echevarria, 2014).

En vista de ello, nuestro estudio se enfocé en ahondar en la fisiologia reproductiva,
particularmente en cada etapa del ciclo estral, con el fin de proporcionar informacion detallada
acerca de los cambios morfoestructurales que tienen lugar durante cada fase del ciclo,
correlacionandolos con la citologia vaginal y mediante la evaluacion de los niveles de

concentracion de progesterona.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo General
Determinar las caracteristicas morfoestructurales del aparato reproductor de la cobaya en las
cuatro fases del ciclo estral.

2.2 Objetivos Especificos
e Realizar citologia vaginal para determinar las caracteristicas de las células
epiteliales superficiales en las cuatro fases del ciclo estral.
e Determinar las concentraciones de la progesterona en sangre obtenido de cobaya
en diferentes fases del ciclo estral.
e Describir las caracteristicas morfol6gicas del Gtero y ovarios en las fases del ciclo

estral.
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3. Revision de literatura

3.1 Importancia del cobayo en el Ecuador

Segun el estudio realizado por Rodriguez et al. (2017), el cuy reviste una gran relevancia en
la sociedad ecuatoriana, ya que contribuye de manera significativa a la fuente de ingresos de
numerosas familias rurales. Ademas, el cuy desempefia un papel fundamental en la seguridad
alimentaria, al proporcionar acceso a fuentes de proteina, asi también se destaca su
importancia en celebraciones y eventos tradicionales, asi como su valor como simbolo de

identidad y tradicién culinaria en la region andina.

3.2 Morfofisiologia del aparato reproductor de la cobaya

3.2.1 Aparato reproductor de la hembra

El aparato reproductor engloba los ovarios, oviductos, el Gtero y la vagina, los cuales estan
unidos por un ligamento extenso. Este ligamento estd compuesto por el mesoovario, que
sostiene los ovarios, el mesosalpinx, que mantiene las trompas de Falopio en su lugar, y el

mesometrio, que brinda soporte al Utero (Hafez, 2002).

Ovarios

Los ovarios son un par de o6rganos localizados en la cavidad abdominal, posicionados
ventralmente al rifidn y cubiertos por una membrana serosa conocida como bolsa ovéarica.
Cada ovario recibe irrigacién sanguinea de la arteria ovarica y la arteria uterina, ademas de
estar conectado por redes de vasos linfaticos y nervios (Barahona & Quishpe, 2012). Tienen
dimensiones aproximadas de 3 a 6 mm de largo x 2-4 mm de ancho x 2-3 mm de profundidad
(Hargaden & Singer, 2012), y su peso varia entre 50 a 150 mg. Al nacer, los ovarios contienen
entre 50.000 y 150.000 ovocitos y exhiben una forma ovalada de color blanco amarillento
(Bitzinger, 2008). Las principales funciones ovéricas incluyen la generaciéon de ovocitos,

estrdgenos y progesterona (L6pez, 2010).

Oviductos

Los tubos uterinos, también conocidos como oviductos, son un par de 6rganos que se
extienden desde el infundibulo hasta los cuernos uterinos (Aliaga et al., 2009). Tienen una
longitud aproximada de 57 mm y un didmetro de 1,5 mm (Bufiay & Zhinin, 2022). Estan
conformados por tres secciones distintas: el infundibulo, la ampolla y el istmo. Estas partes
del oviducto desempefian funciones como el transporte de gametos, la facilitacion de la
capacitacion espermaética, la segmentacion embrionaria y el traslado del 6vulo hacia el cuerno

uterino, donde tiene lugar la fertilizacién (Anzaldia et al., 2003).
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Utero

El dtero muestra una configuracion en forma de "Y", con una morfologia bicorne. Tanto el
cuerpo como los cuernos uterinos estan sostenidos por el ligamento ancho. Los cuernos
uterinos tienen un didmetro central de aproximadamente 6 mm y una longitud que oscila entre
30 y 50 mm, con un ancho de 3 mm (Hargaden & Singer, 2012). En cuanto al cuerpo uterino,
tiene una longitud de 13 mm y un ancho de 7 mm, y su funcién principal radica en la gestacion
y desarrollo embrionario. La mucosa interna de los cuernos uterinos esta revestida por el
endometrio, el cual se encarga de segregar nutrientes que sustentan al évulo en su camino

hacia la fase fetal (Aliaga et al., 2009).

Vaginay vulva

La vagina es un conducto musculo fibroelastico de aproximadamente 3 cm de longitud por 1
cm de ancho, ubicado en la cavidad pélvica (Gregoire, 2012). Por su parte, la vulva representa
la apertura externa del aparato reproductor, con una forma de "Y" invertida; en su porcién
media ventral presenta una muesca que da lugar a los labios, y en el fondo se encuentra el
meato urinario. En posicién dorsal a esta estructura se localiza una pequefa protuberancia

denominada clitoris (Camargo, 2000).

3.2.2 Fisiologia ovarica

Foliculogénesis

El proceso de desarrollo folicular se caracteriza por la seleccién de un foliculo dominante,
mientras que el resto de foliculos se deshacen por apoptosis. En la primera etapa de este
proceso, que abarca desde la formacién del foliculo hasta la etapa del antro folicular, no
depende de la FSH, sino que esta influenciado por otros factores. No obstante, el foliculo
antral requiere de la accion de las gonadotropinas para continuar su desarrollo (Espinosa et
al., 2007), este proceso de seleccion y desarrollo folicular es un fenémeno gradual y selectivo,
qgue lleva al foliculo primordial a transformarse en un foliculo preovulatorio, lo cual toma
aproximadamente 8 semanas en roedores (Espinosa et al., 2007). Las diversas células
sométicas presentes en el foliculo actian a través de diferentes mecanismos para favorecer
el crecimiento folicular, la maduracion de los ovocitos y la posterior formacién del cuerpo luteo
(Sadeu et al., 2007).

3.2.3 Dinéamica folicular

El ciclo estral comienza con el desarrollo de los foliculos un dia después de la ovulacion (dia
0) y consta de dos fases. Durante la primera etapa, los foliculos mas grandes de la primera
oleada alcanzan su maximo tamafo alrededor de los dias 10-11, pero se vuelven atrésicos

debido a la elevada concentracién de progesterona, la cual suprime la secrecién de la
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hormona luteinizante (LH). Posteriormente, la desaparicion del cuerpo lateo permite el
desarrollo de la segunda cohorte de foliculos hasta la ovulacion, un proceso que tarda
aproximadamente 6-7 dias. En este periodo, se reclutan foliculos mas pequefios y se
seleccionan de 3 a 5 foliculos mas grandes en el dia 10 (Garris & Foreman, 1984). Después
del dia 12, las concentraciones de progesterona disminuyen y entre los dias 13 y 15 se
produce un aumento significativo en los niveles de LH, lo que finalmente estimula la ovulacion.
Esta ovulacion ocurre al final de la segunda oleada, aproximadamente en el dia 17 del ciclo

(Logothetopoulos et al.,1995).

3.2.4 Ciclo estral

Las cobayas son animales que presentan ciclos reproductivos continuos y son poliéstricas,
es decir, pueden experimentar multiples ciclos estrales a lo largo del afio. La ovulacién en
estas especies se produce de forma espontadnea. La primera fase de receptividad sexual de
una hembra generalmente se presenta entre los 55 y 70 dias de edad, y tiene una duracion
aproximada de 14 a 18 dias. Durante cada ciclo, se estima que se produce una ovulacion
promedio de 3,14 foliculos (Aranibar & Echevarria, 2014). Estos ciclos se dividen en cuatro
etapas especificas: proestro, estro (o celo), metaestro y diestro (Gullace,1996).

Proestro

Durante esta fase hay un incremento en la accién de los 6rganos reproductores, ocasionando
una congestion de los genitales externos y secrecién serosa (Lilley et a., 1997). El proestro
dura alrededor de 33 horas (Bermeo & Guaman, 2022); evidencidandose la actividad de
montaje entre hembras, debido a la estimulacion estrogénica y el desarrollo folicular (Almeida,
2016; Salcedo, 2016).

El proestro es una fase en la cual el cuerpo liteo se prepara para la ovulacion. Comienza con
la regresion del cuerpo lateo del ciclo anterior, provocando la lutedlisis y disminuyendo los
niveles de progesterona. Esto conlleva a un aumento en las hormonas FSH y LH, estimulando

el desarrollo folicular (Lamb et al., 2010).

Esta fase se caracteriza por cambios fisicos en los genitales externos, como aumento de
tamafio y flujo sanguineo, secrecion serosa e hinchazén vaginal. Ademés, menciona que hay
ruptura de la membrana vaginal y cambios en la citologia vaginal, con la presencia de células
nucleadas y cornificadas. El cérvix también se edematiza y produce mas moco durante esta
fase (Harkness et al., 2015).
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Estro

Durante el estro, la hembra se caracteriza por aceptar al macho, esta inquieta, tiene una
inflamacién de la vulva y una secrecion de moco claro y transparente que sale por la vulva.
Esto se debe a los bruscos cambios en los niveles hormonales, especialmente al incremento
de los estrogenos, lo cual desencadena los sintomas caracteristicos del celo (Sartory et al.,
2002). El aumento de estrégenos facilita el transporte de los gametos al incrementar la
concentracion de moco en el tracto reproductivo. Ademas, los estrégenos afectan a los
centros endocrinos del hipotdlamo, lo que conlleva a la liberacion de GnRH vy, por
consiguiente, de FSH y LH desde la adenohipdfisis. El pico de LH se produce después del
inicio de la ovulacién, mientras que los niveles de FSH se incrementan posteriormente al pico
de LH (Lamb et al., 2010). La fase de estro tiene una duracion promedio de 8,31 horas
(Bermeo & Guaman, 2022), con un rango de 8-24 horas, asimismo, se presenta entre 2-3
horas después del parto, con una fertilidad del 75-80% (Bearden & Fuquay, 1992), y también
puede ocurrir a los 5 dias post-destete (Ferrer, 2016; Gallegos, 2023).

Metaestro

Durante el metaestro, la hembra muestra un rechazo hacia el macho, lo cual se prolonga por
un periodo de entre 1 a 3 dias, con un promedio de 33,37 horas (Bermeo & Guaman, 2022),
dependiendo de la condicién corporal del animal y su alimentacién. En esta etapa, se inicia
el desarrollo del cuerpo luteo y el Gtero comienza a prepararse a nivel fisiolégico para la

posible implantacion de un 6vulo ya fecundado (Encalada, 2011; Garcia & Flores, 2018).
Diestro

El diestro constituye la fase mas prolongada del ciclo estral, con una duracién que oscila entre
13 a 16 dias (Encalada, 2011), con un promedio de 12,31 dias (Bermeo & Guaman, 2022).
Durante este periodo, la hembra no manifiesta sefales de receptividad sexual, mientras que
el cuerpo liteo en el ovario incrementa su tamafio y permanece funcional hasta
aproximadamente los dias 14 a 16, momento en el cual se produce un descenso en los niveles

de progesterona (Garcia & Flores, 2018).

3.2.5 Citologia vaginal

Proestro

Durante esta fase pueden observar muchas de células intermedias de tamafio grande o

pequefio, acompafiadas de moco (Aranibar & Echevarria, 2014).
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Estro

En la etapa del celo, se detectan abundantes células superficiales con forma poligonal y
ndcleo condensado, que a veces pueden ser evidentes (Aranibar & Echevarria, 2014).

Metaestro

Durante este periodo, se observa una limitada presencia de leucocitos, células intermedias y

células superficiales (Aranibar & Echevarria, 2014).
Diestro

Durante la etapa del diestro, se manifiesta una cantidad importante de leucocitos (neutrofilos),
a diferencia de la limitada aparicion de células intermedias (Aranibar & Echevarria, 2014).

3.2.6 Hormonas

Eje hipotalamo-hipéfisis-gonadal

Se hace referencia al grupo particular de neuronas en el hipotdlamo que generan la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH), la cual estimula la liberacion de gonadotropos en la
glandula hipofisiaria, tal como lo indican Xiong et al. (2014). En mamiferos, la reproduccion
esta coordinada por un sistema de comunicacién entre el hipotdlamo, la pituitaria anterior
(adenohipdfisis) y las génadas, formando el eje hipotalamo-hipofisiario-gonadal; para regular
este eje, es crucial la presencia de un pequefio grupo de neuronas que produce

neuropéptidos de GnRH, conocidos como Kisspeptinas (Colledge, 2013).
Hormona liberadora de Gonadotropinas (GnRH)

La presente hormona es esencial en el control del ciclo reproductivo de los mamiferos.
Controla la secrecién de hormonas gonadotrépicas como la hormona estimulante del foliculo
(FSH) y la hormona luteinizante (LH), influyendo en la maduracién folicular, la ovulacion y la
produccion de hormonas sexuales (Aranda et al., 2015).

Hormona foliculoestimulante (FSH)

La hormona foliculoestimulante (FSH) desempefia un rol esencial en el desarrollo de los
foliculos ovéricos y en la maduracién sexual en cobayas. Valdivia et al. (2018) sefialan que
su concentracion se encuentra correlacionada con la cantidad y el tamafio de los foliculos

ovaricos.

Hormona luteinizante (LH)
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La hormona luteinizante (LH) tiene un papel clave en la regulacion del ciclo reproductivo,
desencadenando la ovulacion y estimulando la formacion del cuerpo luteo. Segun Lépez et
al. (2016) hay una relacién entre los niveles de LH y la fase del ciclo estral, siendo los niveles
mas elevados durante la ovulacidén; ademas, existe una asociacion entre los niveles de LH y
la presencia de foliculos ovéaricos en desarrollo, lo que sugiere su papel relevante en la

regulacion del desarrollo folicular y la ovulacion en cuyes.
Progesterona (P4)

Proveniente desde el cuerpo lGteo y la placenta en ciertas especies, la interrupcion de esta
transicion a los efectos inducidos por los estrégenos (Garcia y Flores, 2018). La progesterona
tiene efectos como la alteracion del endometrio, la conservacion de la gestacion y la supresion
de la secrecién de gonadotropinas (Garcia y Flores, 2018). Su concentracion fluctda a lo largo
del ciclo estral; es baja en los dias 16 y 0, y elevada entre los dias 4 a 12 (Shi et al., 2000).

Estradiol

La hormona estrégeno, generada principalmente por los foliculos ovéaricos en crecimiento,
desempefia un rol fundamental en la maduracion folicular, la ovulacion y la preparacién del
Gtero para la implantacion del embridn; su concentracion se vincula con la etapa ovulatoria

del ciclo estral (Chavez et al. 2014).

3.2.7 Ecografia uterina
La ecografia es una técnica de diagndstico que se ha implementado desde hace varios afios.
A través de este método, es posible diferenciar diversas patologias que se presentan en el
aparato reproductor, siendo un estudio rapido, econémico y no invasivo, lo que permite
obtener informacion sobre la ubicacion del Gtero, la simetria de los cuernos uterinos, el grosor,
la apariencia de la pared uterina, el diametro de la luz y los cambios morfolégicos de los

ovarios (Garcia et al., 2022).

La ecografia es un diagnéstico en tiempo real, donde las imagenes proyectadas a través de
las sondas son visualizaciones instantdneas que interpretan el movimiento de los tejidos
vivos. El Utero se examina en todo su diametro mediante cortes transversales, longitudinales
y oblicuos. En otras especies, como la vaca, los cuernos uterinos vacios se visualizan como
organos redondos de 2 a 4 cm de didmetro, pero si se encuentra en estro, se observa la
presencia de exudado a lo largo de todo el cuerno. La ecografia es fundamental para
visualizar los cambios morfolégicos durante el ciclo estral de la vaca (Jiménez y Beltran,
2021).
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3.2.8 Morfologia reproductiva

Foliculos ovéaricos

Segun Cafdn et al. (2012), los foliculos ovaricos se clasifican en cuatro grupos de acuerdo
con su tamafo y etapa de desarrollo: primordiales, primarios, secundarios o preantrales y
antrales. Durante el crecimiento folicular, las células de la teca y la granulosa proliferan y se
diferencian, bajo la influencia hormonal, lo que aumenta la capacidad de los foliculos para
producir estradiol y responder a las gonadotropinas (Hafez, 2002). El desarrollo folicular a lo
largo de un ciclo estral sigue un patron caracterizado por dos a tres oleadas o grupos de
foliculos en crecimiento, marcados por tres eventos fisioldgicos: reclutamiento, seleccion y
dominancia, donde el foliculo de més grande ejerce control sobre los demas (Espinosa et al.,
2007).

Foliculos primordiales

Son estructuras que rodean el ovocito con una capa delgada de células pregranulosas. Estas
células pueden transformarse en células de la teca interna mas tarde en su desarrollo. El

ovocito se encuentra en su interior (Horst & Hans, 2005).
Foliculo secundario o preantral

En esta etapa, el 6vulo esta envuelto por un conjunto mas denso de células de la granulosa.
Se comienza a formar la zona pellcida, una estructura que rodea al 6vulo. Asimismo, las
células de la teca interna empiezan a rodear a las células de la granulosa. El diametro de este

foliculo es de 67 um y el tamafio del 6vulo es de 44,8 um (Sadeu et al., 2007).
Foliculo terciario o antral

En este tipo de foliculo, se observa una cavidad llamada antro. Las células de la granulosa
se organizan en capas alrededor del antro, secretando liquido folicular. Este liquido hace que
las células del cumulo y las células murales se reorganicen (Gigli & Aguero, 2006). Tiene un

tamafio de 231 um y el diametro de los ovocitos es de 78 um (Sadeu et al., 2007).
Foliculo preovulatorio o de Graff

Este foliculo representa el maximo crecimiento folicular antes de la ovulacion. Contiene un
ovocito en espera de completar su division celular después de la estimulacion con hormonas

gonadotropicas (Gil, 2011).
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Cuerpo lateo

Después de la ovulacion, el cuerpo luteo se forma en el ovario. Estd compuesto por células
liteas grandes y pequefas, que tiene diferentes caracteristicas y se distribuyen de manera
especifica dentro del cuerpo luteo (Trejo, 2017).

Ovocito

Es la célula reproductora femenina mas grande del organismo, rodeada por la zona pellcida,
una estructura compuesta de glicoproteinas. La zona pellcida tiene un grosor y tamafos

especificos, como mencionan Saavedra (2009) y Fernandez et al (2018).
Clasificacién de ovocitos

La hormona foliculo estimulante (FSH) es fundamental para el desarrollo y maduracién de los
foliculos ovaricos, actuando sobre las células del cumulo y estimulando su proliferacion, lo
cual provoca la produccion de hormonas como el estrégeno. El aumento de la FSH durante
la fase folicular origina el crecimiento de los foliculos y el desarrollo del camulo celular,
mientras que la hormona luteinizante (LH) induce la liberacion del ovocito del foliculo maduro

e inicia el desarrollo del cimulo celular (Boeta et al., 2018).

La clasificacion de los ovocitos tiene como objetivo principal identificar aquellos que poseen
una mayor capacidad de desarrollo, lo que permite no solo obtener blastocistos, sino también
gestaciones y nacimientos viables. La seleccién de ovocitos se basa en la visualizacion de
estructuras como el citoplasma y las células del cimulo (nimero de capas y compactacion),

para evaluar su viabilidad (Tribulo & Tribulo, 2021).

Cuatro aspectos que hay que tomar en cuenta para su clasificacion del ovocito adaptada en

bovinos:

e Tipo A: Tienen células del cimulo con capas multiples mayor a 5 y su citoplasma
es oscuro, homogéneo y transparente siendo clasificadas como aptos.

e Tipo B: Tiene capas de 1 a 3 y su citoplasma y homogéneo con zonas periféricas
oscuras, ovocitos aptos.

e Tipo C: Tienen células del camulo despojado y su citoplasma es irregular con

zonas oscuras siendo clasificado como no aptos (Ayala et al., 2019).

Aunque el citoplasma tenga una coloracion oscura indican que las células del ovocito estan

envejeciendo y tienen un bajo potencial para su desarrollo (Wood & Wildt, 1997).
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3.2.9 Sincronizacion de celo
La sincronizacién del ciclo estral es una técnica que modifica el ciclo reproductivo de la
hembra, logrando que esta presente un celo fértil durante un periodo programado, esto
permite reducir el tiempo destinado a la deteccion del celo, hacer un uso mas eficiente de la
mano de obra y disminuir el descarte de animales por problemas reproductivos (Lépez, 2013).

La sincronizacion del celo se logra mediante diferentes mecanismos, como el efecto luteolitico
de la prostaglandina F2a (PGF2a), la capacidad de los progestagenos para interrumpir la
conducta estral, y el control del desarrollo folicular y luteal mediante la combinacion de la
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) y la PGF2a (Lopez, 2013).

Las hormonas mas comunmente utilizadas son: la Prostaglandina (PGF2a), que es producida
normalmente por el endometrio e interviene en la fase final del ciclo, causando la regresion
del cuerpo lateo y el reinicio de un nuevo ciclo; y la Progesterona (P4), que es producida por
el ovario, aumentando sus niveles después de la ovulacion, alcanzando un pico maximo junto
con el cuerpo luteo, y disminuyendo con la regresion de este, dando inicio a un nuevo ciclo
(Lopez, 2013). Los cambios celulares observados durante el diestro y el estro muestran un
adelgazamiento y una disminucion en la proliferacion de las células superficiales del epitelio
vaginal. En el endometrio, se producen cambios secretores, preparando el endometrio para

la posible implantacion embrionaria (Linares et al., 2010).

La sincronizacién del celo puede lograrse mediante diferentes métodos, como implantes
subcutaneos, dispositivos intravaginales, administracion oral o inyectable de hormonas. Estas
hormonas afectan la fisiologia ovérica, activando, retrasando o induciendo el celo para
sincronizarlo. La eficacia de un protocolo de sincronizacion depende de la fertilidad de la

hembra, su estado fisico y cémo responde al tratamiento hormonal (Quenta, 2020).

3.2.10 Recuperacion y transporte de ovarios
Los ovarios se extraen al inicio del proceso de sacrificio, siguiendo protocolos establecidos y
regulados para garantizar un sacrificio humanitario. Se obtienen de otras especies dentro de
los 30 minutos posteriores al sacrificio, cuando estan en estados fisioldgicos adecuados
(Madison et al., 1992). Luego, los ovarios recolectados se sumergen en un medio de solucion
salina al 0.9% o en solucién tampoén fosfato salino (PBS) a una temperatura de 30-35°C, con

o sin antibidticos (Fry et al., 1997).
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Es crucial transportar los ovarios al laboratorio de inmediato después de la extraccion, ya que
cualquier retraso puede reducir la capacidad de desarrollo y viabilidad de los ovocitos (Shirazi
et al., 2005).

3.2.11 Métodos de obtencién de ovocitos
Los métodos para obtener ovocitos buscan incrementar su cantidad y calidad para su uso en
la generacion de embriones in vitro y su posterior transferencia. Sin embargo, en el caso
especifico del cobayo, no se ha evaluado la eficacia comparativa de estos métodos en
relacion con otras especies (Shirazi et al., 2005).

Diseccidn folicular

La técnica de incisién implica colocar los ovarios en placas de Petri con un medio de
recoleccién y realizar cortes de aproximadamente 2 mm de separacion en su superficie e
interior, utilizando un bisturi (Seneda et al., 2001). La mejor obtencién de ovocitos se logra
mediante el corte del ovario, donde se extrae el complejo cumulo-ovocito (COC) manteniendo
su integridad y conociendo las caracteristicas del foliculo, lo que permite obtener ovocitos de
mejor calidad para la fecundacion in vitro (Shirazi et al., 2005). Ademas, se puede conseguir
un mayor nuimero de ovocitos, aunque no todos alcancen el tamafio adecuado para la

maduracién meidtica y el desarrollo embrionario (Hamano & Kuwayama, 1993).
Aspiracion folicular
Punciéon post-morten del ovario con una jeringa

Esta técnica consiste en la aspiracién de foliculos con un diametro entre 3 y 6 mm, ubicados
en la superficie del ovario, mediante el uso de una aguja hipodérmica de 18 a 22 g acoplada
a jeringas estériles de 3 a 20 ml. Los ovocitos aspirados se colocan en placas de Petri para

su posterior analisis (Bols et al., 1996).
Slicing

La técnica de diseccion implica separar el tejido circundante y el cuerpo lateo del ovario
mediante lavados con solucion salina. Posteriormente, se realizan mdultiples cortes
longitudinales y transversales en el ovario, y fragmentos se colocan en una placa de Petri
para obtener numerosos ovocitos. Finalmente, se procede a seleccionar y recolectar los

ovocitos de mejor calidad (Anguita, 2007).
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4. Materiales y métodos

4.1 Materiales

Materiales fisicos
e Jeringas 5 ml
e Jeringas de 1 ml
e Hisopos estériles
e Papel milimetrado
e Equipo de diseccion
e [Fundas Ziploc
e Recipientes estériles

Materiales quimicos
e Progesterona (Altrenogest, ALTRESSYN®, CEVA, Francia)
e Alcohol al 70%
o Gel
e Desinfectantes
e Solucidn fisiolégica: cloruro de sodio 0,9%
e Tincion de Diff-Quik
e Prueba de quimioluminiscencia

e Zolazepan y tiletamina (Zoletil 50®)

Materiales de laboratorio

e Microscopio Optico Nikon Eclipse Ci Series H550S
e Ecdgrafo Aloka Prosound 2

e Estereoscopio (Nikon SMZ-745T)

e Centrifuga

e Pipetas automaticas

e Puntas de pipetas

e Gradilla

e Porta objetos

e Tubos Eppendorf

29
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e Tubos con tapa roja (sin anticoagulante)
e Balanza de precisiéon

e Cajas Petri de busqueda

Materiales biolbgicos

e 20 cobayas
e Muestras de sangre
e Aparato reproductor de la cobaya

e Ovarios de cobaya

4.2 Métodos

Area de estudio

El manejo de los animales se llevo a cabo en la granja comercial “Animal Empire” ubicada en
el Barrio de Maria Auxiliadora de Yanaturo, situada en la parroquia Sinincay del cantén
Cuenca provincia del Azuay, a una altitud de 2688 m.s.n.m, con una temperatura promedio
de 14,5°C y una precipitacion anual de 1045 mm. (Fig. 1).
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Figura 1. Ubicacion satelital del area de crianza de las cobayas.

Fuente: Directorio cartogréafico de Google Maps, 2024.
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El estudio de los ovarios fue realizado en el anfiteatro de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad de Cuenca, ubicada en la Av. Doce de Octubre, cantén
Cuenca (Fig. 2).
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Figura 2. Ubicacion satelital del area de estudio de los ovarios de las cobayas.
Fuente: Directorio cartografico de Google Maps, 2024

Animales y granja

Se utilizaron 20 cobayas con una edad entre 4 y 5 meses, con pesos similares (Tabla 1) que
estuvieron en las cuatro fases del ciclo estral en las cuales fueron valoradas (proestro, estro,
metaestro y diestro), clinicamente sanas. Condicion corporal (CC) entre 2,5 a 3,5 de escala
de 1 a 5 donde 1 es extremadamente flaca y 5 obesidad extrema (Cabrera & Jiménez, 2012).
Las cobayas fueron alojadas en 4 jaulas para lo cual estuvieron manejadas en division de

1,50 por 1 metro de acuerdo con recomendaciones de Vivas (2013).

Tabla 1. Media y desviacion estandar de los pesos de las cobayas valoradas en las cuatro
fases del ciclo estral.

Media DE Minimo Maximo
Proestro 1088 71,20 1010,0 1200,0
Estro 1048 54,04 960,0 1100,0
Metaestro 1110 74,83 1020,0 1200,0
Diestro 1096 75,70 1020,0 1200,0

DE=Desviacién estandar. Prueba de Tukey al 5%. ab=diferencia estadistica
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Los animales fueron adquiridos en diferentes criaderos de la misma zona y llevadas a la
granja comercial 30 dias antes del inicio del experimento, para un periodo de adaptacion al
sistema de alimentacion y manejo que la granja mantenia. La alimentacion estaba basada en
Alfalfa (Medicago sativa), administrado dos veces al dia, mas suplemento comercial
pelletizado, el cual estaba compuesto por 14 % de proteina, 5% de grasa, 12% de ceniza y
12% de humedad, el agua se proporcion6 ad libitum. Las cobayas fueron sometidos a un

régimen de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad.

Disefo experimental

El presente estudio fue de tipo descriptivo. En la primera fase se sincronizo el celo de las
cobayas mediante la administracion de progesterona oral (Altrenogest, ALTRESYN®, CEVA,
Francia) durante 15 dias consecutivos. El Ultimo dia de la administracion de la progesterona
se consider6 como dia -3. El dia 0 se inicié con la toma de muestra de sangre, citologia

vaginal y sacrificio de las cobayas tomando como fase de estro.

El experimento continud teniendo en cuenta como metaestro (dia 2), el dia 10 fase de diestro
y el dia 14 fase del proestro del ciclo estral.

El ensayo describio la concentracion de progesterona, las caracteristicas morfoldgicas del
aparato reproductor (vulva, vagina, cérvix, Gtero), ovarios y citologias vaginales en las fases

del ciclo estral.

Protocolo de sincronizacion
A las 06:00 am fue administrada la progesterona via oral (Altrenogest), mediante una pipeta
automatica regulable (5 ul a 20 ul), en dosis de 0,22 mg/kg de peso vivo, durante 15 dias

consecutivos (Fig. 3).

Altrenogest oral (0,22 mg/kg de peso)

0 (a) Dias del protocolo 15

(b) Dias del ciclo estral -3
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Figura 3. Protocolo de sincronizacion del celo de las cobayas: dia O=inicio del protocolo,
aplicacion de progesterona oral (Altrenogest) hasta el dia 15. MS=Muestra de sangre.

CV=Citologia vaginal. S=Sacrificio de las cobayas.
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Citologia vaginal

La citologia vaginal determiné las caracteristicas de las células de la mucosa vaginal durante
los dias que duré la fase del ciclo estral; dias 0 (estro), 2 (metaestro), 10 (diestro), 14
(proestro), se realizé un hisopado de la mucosa vaginal, donde la cobaya estuvo en decubito
dorsal y con la ayuda de un hisopo se realizé un barrido de la parte interna de la pared vaginal
para posteriormente colocar en un portaobjetos y dejar secar al aire libre. Obtenida la
muestra, se utilizo la tincidén de Diff-Quik, se sumergié la muestra en el fijador de metanol para
preservar adecuadamente las células estructurales durante unos segundos, después se paso
a la solucion de Eosina red en donde se tifieron los componentes de las células, como los
nucleos; seguidamente la muestra se dejé durante unos segundos y se colocé en la ultima
solucién counter blue para los otros bésicos de las células como el citoplasma y las
estructuras celulares no nucleares. Para el lavado final, se usé agua destilada aplicando
suavemente para eliminar cualquier colorante residual. Finalmente se realiz6 el secado de la
muestra al aire libre. La valoracion se realizd en el Laboratorio Clinico de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias, de la Universidad de Cuenca (Fig. 4).
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Figura 4. Presencia de los diferentes tipos de células presentes en el ciclo estral. Panel 1:
Presencia de células superficiales (celo). Panel 2: Presencia de gran cantidad de neutréfilos

(ovulacion). Panel 3: Células intermedias (metaestro).
Fuente: autor.

Valoracién del aparato genital de la cobaya

Valoraciéon de la vulva

Se tomaron las medidas morfométricas por medio de un calibrador digital en milimetros (mm)

de las estructuras que se detallan en la Fig. 5.
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Figura 5. Esquematizacion de la medicion del aparato genital (1)(2): ancho de la vulva(A),

largo de la vulva (B), periné (C), labios de la vulva (D) y mucosa vulvar (E).
Fuente: autor.

Obtencién de las muestras de sangre y sacrificio

La toma de muestras sanguineas fue colectada los dias 0, 2, 10, 14 del ciclo estral, las 5
cobayas fueron seleccionadas al azar, estas fueron anestesiadas con fenciclidinas que
producen un grado de rigidez muscular y puede contrarrestarse mediante la combinacién con
tranquilizantes. Comercialmente la tiletamina viene liofilizada y asociada a una
benzodiacepina, el zolacepam (Zoletil 50®) que se administra conjuntamente, dosis de 50
mg/kg via subcutanea de acuerdo con el protocolo establecido por Alvarez (2010). Luego,
con una aguja de 21G x 25mm en angulo de 30° se realizé una palpacién cuidadosamente y
evaluacion del lado izquierdo del animal, para localizar el corazén para la puncion cardiaca,
en el espacio entre la tercera y cuarta costilla, parte proximal al esternén una vez localizada,
se inserto la aguja con una presion controlada para evitar lesiones en estructuras adyacentes.
Se extrajo 1 ml de sangre en donde se coloco en los tubos de tapa roja, la cual se dejo reposar
para que se forme el coagulo. Las muestras fueron centrifugadas a 2.500 rpm x 15 min, el
suero se coloco en los tubos Eppendorf en donde se congelo a -20°C hasta ser transportados

al laboratorio.

La eutanasia se llevo a cabo con 40 mg/kg de ketamina y 2 mg/kg de xilacina seguido de la
administracion intracardiaca de 0,3 ml/kg de solucion de Euthanex (Guilmette et al., 2015).

Recuperacién de los 6rganos

Previo a la valoracién morfoldgica, se coloc6 al cuy en una mesa de diseccion en posicion
dorsal y se procedi6 a realizar una incision longitudinal a lo largo del abdomen utilizando un
bisturi. Se tuvo cuidado para evitar dafiar los 6érganos internos que podrian contaminar el

aparato reproductor. Una vez localizados se procedio a retirar el aparato reproductor completo
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(vagina, cérvix, Utero, cuernos uterinos y los ovarios) cuidadosamente, manteniendo la
integridad de los tejidos.

Valoracién de la morfologia de los érganos reproductores de la cobaya, ovarios,
foliculos antrales y cuerpo luteo

Valoraciéon de la vagina, cérvix, cuerpo y cuernos uterinos

Se realizé la valoracion de la vagina, cérvix, cuerpo y cuernos uterinos, con el calibrador se
midio el largo y ancho en mm como se ilustra en la Fig. 6 y 7, y después se procedid a medir
el largo completo del 6rgano (derecho e izquierdo) y pesar en una balanza de precision el
organo extraido conjuntamente como se esquematiza en la Fig. 8.

>]

Figura 6. 1) Esquematizacion de la medicion del largo de la vagina (A), largo del cérvix (B),

lago del cuerpo uterino (C). 2) Esquematizacion de la valoraciéon del ancho de la vagina (A),
cérvix (B) y cuerpo uterino (C).

Fuente: autor.
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Figura 7. 1) Esquematizacion de la determinacién de la longitud del cuerno uterino derecho
(A) y del cuerno uterino izquierdo. 2) Representacion de la valoracion del ancho del cuerno
uterino derecho anterior (A), medio (B) y posterior (C), y del ancho del cuerno uterino izquierdo

anterior (D), medio (E) y posterior (F).

Fuente: autor.

L UNIT ON/OFF'

L

Fuckr | 27 |

|

Figura 8. 1) Representacion de la valoracion métrica del largo del aparato reproductor
izquierdo (A). 2) Esquematizacion de la medicion del largo del aparato reproductor derecho

(B). 3) Determinacioén del peso del aparato reproductor de la cobaya.

Fuente: autor.
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Células epitelio vaginales
Se examinaron y contaron las células del epitelio vaginal (superficiales, intermedias, basales

y parabasales) utilizando un microscopio 6ptico con un aumento de 100x. Se contaron 100

células y se calculd el porcentaje correspondiente.

Figura 9. 1) Observacion de células intermedias (flecha roja) y presencia de mucus (flecha
azul), después de tincion con Diff Quick, indicativo de proestro. 2) Presencia de células
superficiales (flecha verde) en gran cantidad, expositivo de estro. 3) Predominio de células
intermedias y humero regular de leucocitos (flecha amarilla), indicativo de metaestro. 4) Gran

ndmero de leucocitos con relacién al nUmero de células intermedias, demostrativo de diestro.
Fuente: autor.
Valores de progesterona

Mediante la técnica de quimioluminiscencia se valoroé los niveles seroldgicos de progesterona

de las muestras obtenidas de las cobayas.

En la clinica de animales de compaifiia es frecuente la determinacién de hormonas mediante
la técnica quimioluminiscencia (CIA), una técnica que es rapida, segura, sensible y repetible,
manifestar su beneficio en la determinacién de progesterona en especies caninas y la alta

correlacion con otros métodos de analisis (Chapwanya et al., 2008).
Valoracion de los ovarios; didmetro ovérico volumen ovérico.

Durante las diferentes fases del ciclo estral se obtuvieron los ovarios derecho e izquierdo de
la cobaya fueron pesados por separado con una balanza de precision, en miligramos (mg).
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Ademas, se midieron utilizando dos planos: largo y ancho (Fig. 10), y se obtuvo la media de
las dos dimensiones (didmetro (mm)= (D1+D2) / 2), expresados en milimetros (mm).

Figura 10. Representacion de la medicién del diametro del ovario.
Fuente: autor.

De la misma forma, se obtuvo el volumen ovarico en mm?3, mediante la metodologia descrita
por Penitente et al. (2015), que comprendié en medir el ovario en tres dimensiones (largo,
ancho y profundidad) como se ilustra en la fig. 11 y después se aplicé la siguiente formula:

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

Figura 11. Esquematizacion de la medicion del volumen ovarico.
Fuente: autor.

Asi también, se obtuvo el indice gonadosomaético (IGS) mediante la siguiente formula: IGS
(mm)= (peso promedio de los ovarios/peso promedio corporal) x 100.

Posterior fueron llevados a un estereoscopio (Nikon, SMZ-745T, Japén) para la observacion
de los foliculos en cada uno de los ovarios. Mediante una hoja de papel milimetrado se
colocaron cada uno de los ovarios para hacer el conteo de los foliculos antrales y el valor
expresado en mm. Estos fueron clasificados en tres categorias T1: foliculos <0,5 mm, T2:
foliculos entre 0,5-1 mm y T3: foliculos >1 mm (Fig. 12).
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Panel 1 Panel 2

Figura 12. Tamafio del foliculo antral (FA): Panel 1, FA en ovario izquierdo. Panel 2: FA en

ovario derecho.

Fuente: autor.

Valoracion del cuerpo lateo

A través de la superficie ovarica, se realizo la cuantificacion del numero de cuerpos llteos.
Valoracion de COC’s

Para la evaluacion de los complejos ovocito-camulo (COC’s) se utilizoé la técnica de
aspiracion folicular descrita por Wang et al. (2019), utilizando una jeringa de insulina con
aguja de 30G, con ciertas modificaciones. Los ovarios se colocaron en una caja circular y se

posicionaron debajo para facilitar la aspiracion de los foliculos antrales (Fig. 13).

Figura 13. Aspiracion de foliculos antrales de cobaya mediante la técnica de aspiracion

folicular.

Fuente: autor.
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Los foliculos obtenidos de T1: foliculos <0,5 mm, T2: foliculos entre 0,5-1 mm y T3: foliculos
>1 mm, se cuantificaron los COC’s obtenidos mediante la técnica de aspiracion y fueron
clasificadas de tipo A (aptos), B (aptos), C (no aptos) (Ayala et al., 2019) (Fig. 14).

Panel 1 Panel 2 Panel 3

Figura 14. Panel 1 COC’s tipo A, Panel 2 COC’s tipo C, Panel 3 tipo B.
Fuente: autor.
Valoracién de los cuernos uterinos

Mediante ecografia de realizd las mediciones del endometrio y miometrio en donde se les
sumergio a los Uteros en agua para su respectiva medicion con el ecografo mediante cortes

transversales y longitudinales (Fig. 15).

Figura 15. Medicién de las paredes del endometrio.
Fuente: autor.

Analisis estadistico

Los datos se procesaron en Excel y se analizaron en el programa estadistico Data Editor IBM
SPSS version 25. Se usaron estadigrafos principales de tendencia central de todas las
variables. Se evalu6 la normalidad de los datos con la prueba de Shapiro Wilk. La valoraciéon
de las variables dependientes e independientes en las diferentes fases del ciclo estral, fueron
analizados mediante la prueba de ANOVA y sus medias comparadas con Tukey al 5%.

considerando a p< 0,05 como significante estadisticamente.
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5. Resultados y discusioén

5.1 Medidas morfométricas de la vulva

En la evaluacion del ancho de la vulva en las cuatro fases del ciclo estral, se observé que en
las fases del proestro (5,6 = 0,46 mm) y estro (4,6 + 0,46 mm), el ancho de la vulva fue similar
(p>0,05). De igual manera en las fases del metaestro (2,6 £ 0,44 mm) y diestro (2,6 + 0,29
mm), no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05). Sin embargo,
hubo una diferencia estadisticamente significativa al comparar las dos primeras fases
(Proestro y estro) con el metaestro y diestro (Fig. 16).
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Figura 16. Diametro del ancho de la vulva de las cobayas en los cuatros fases del ciclo estral.

Al valorar el largo de la vulva se determiné que en el proestro (5,8 + 0,95) y el estro (4,2 £
0,20 mm) no hubo diferencia significativa (p>0,05). Sin embargo, se observé que en el largo
de la vulva fue mayor durante las fases de metaestro (3,1 + 0,20 mm) y diestro (2,8 + 0,29
mm) en comparacion al proestro (p<0,05). En el estro el largo de la vulva fue similar a las

otras tres fases del ciclo estral (Fig. 17).
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Figura 17. Diametro del largo de la vulva de las cobayas en los cuatros fases del ciclo estral.

En el proestro (3,3 £ 0,63 mm), el aspecto de la mucosa vulvar fue similar al observado en el
metaestro (2,8 £ 0,17 mm) y diestro (2,6 + 0,26 mm; p>0,05). Sin embargo, durante el estro
(6,1 £ 0,34 mm), se encontré una diferencia estadisticamente significativa en comparacion
con las fases del proestro (3,3 + 0,63 mm), metaestro (2,8 £ 0,17 mm) y diestro (2,6 £ 0,26
mm; Fig.18).
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Figura 18. Mucosa de la vulva de las cobayas en los cuatros fases del ciclo estral.
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Los resultados revelaron que en las fases del estro (3,3 = 0,29 mm), metaestro (1,6 = 0,07) y
diestro (1,5 £ 0,05 mm) el periné mostr6 una similitud estadisticamente (p>0,05). Sin
embargo, se establecié una diferencia estadisticamente significativa entre la fase del proestro
(3,3 +£ 0,29 mm) y las fases del estro, metaestro y diestro (p<0,05; Fig. 19).
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Figura 19. Didmetro del periné de la vulva de las cobayas en los cuatros fases del ciclo estral.

Los labios de la vulva no mostraron diferencia en su medida en la fase del proestro (6,3 +
0,62 mm) al comparar con la fase del estro (5,1 + 0,21 mm). Pero la medida de los labios de
la vulva fue mayor en la fase del proestro (6,3 £ 0,62 mm) comparado con las fases del
metaestro (4,2 £ 0,36 mm) y diestro (4,8 £ 0,15 mm; Fig. 20).

Los valores adquiridos se vinculan a que las caracteristicas de la vulva en cobayas
experimentan leves modificaciones entre las diferentes etapas del ciclo estral: hinchazén,
enrojecimiento y secrecion durante el proestro y el estro, y la membrana vaginal se encuentra

parcialmente cerrada y de tonalidad clara durante el metaestro (Li & Shen, 2015).
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Figura 20. Didmetro de los labios de la vulva de las cobayas en los cuatros fases del ciclo

estral.

Figura 21. Aparato genital: vulva de la cobaya en las cuatro fases del ciclo estral, proestro
(A), estro (B), metaestro (C), diestro (D).

Fuente: autor

5.2 Medidas morfométricas de la vagina, cérvix, cuerpo del Utero y cuernos uterinos

Al valorar las medidas del aparato reproductor de la cobaya en cada una de las fases el largo
del aparato reproductor tanto izquierdo cdmo derecho son valores similares que oscilan entre
(134,2 £ 154,8). En el estro, metaestro y diestro el largo de la vagina tienen valores similares
(57,1 + 50,5). Por otra parte, el largo de la vagina el diestro fue mayor en comparacion del
proestro (57.1 + 41,0). Se observo que el ancho de la vagina en el proestro fue mayor en
comparacion al estro, metaestro y diestro (6,6 + 4,5). Por otra parte, largo del cérvix en el
estro, metaestro y diestro tienen valores similares que oscilan entre (5,3 £ 5,0). En cambio, el
proestro fue mayor en comparacion con las otras fases. Mientras que el ancho del cérvix el

estro y metaestro fue similar en comparacion con el proestro y diestro (7,2 + 5,1). En el estro
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y diestro el largo del cuerpo uterino tienen valores semejantes, pero al comparar con el
proestro es mayor al metaestro (8,8 £ 6,1). Por otra parte, el ancho del cuerno uterino tanto
derecho e izquierdo (anterior, centro, posterior) tienen valores similares (5,0 + 1,4). De igual
manera al valorar la longitud del cuerno derecho e izquierdo tienen valores semejantes (87,9
+ 57,7). El ancho de la unién de los cuernos el metaestro mostré medidas parecidas con las
fases del proestro, estro y diestro (9,3 + 5,8). Al pesar al aparato reproductor mostraron
valores en el proestro y diestro tienen valores analogos, pero el estro fue mayor en contraste
con el metaestro (6,3 = 4,4). En el diestro el didmetro del cuerno derecho fue mayor en
relacién con el estro, pero semejante en el proestro y metaestro (14,4 + 8,7). Sin embargo, al
observar el diametro del cuerno izquierdo tienen valores semejantes en el proestro y estro.
No obstante, en el diestro fue mayor con relaciéon al metaestro (14,7 + 8,6). En el diestro el
endometrio fue similar al estro, pero fue mayor en comparacién al metaestro (5,8 = 3,5). Al
valorar el miometrio en el proestro, estro y metaestro es similar, pero en el diestro el miometrio

fue mayor en comparacion al estro (5,3 £ 2,0; Tabla 2)

Tabla 2. Media y error estandar de las medidas de las partes constitutivas del aparato

reproductor de la cobaya.

Proestro Estro Metaestro Diestro
Medidas X+DE X+DE X+DE X+DE
Largo del aparato
reproductor (Izq.), 135,1+11,61 146,4+12,27 134,2+25,92 147’538*18'
mm
Largo del aparato
reproductor (Der.), 141,9+12,32 152,2+12,74 138,2+36,66 1542586i21,
mm
Largo cuerpo 8,8+1,8a  7,7+0,99ab  61+1,32p /1092
uterino, mm b
Ancho cuerpo 6,2+1,09 5,6+1,49 5,3+0,62  5,1+0,68
uterino, mm
Largo cérvix, mm 8,8+0,44a 5,3+0,66b 5,3+0,69b 5,0+1,06b
Ancho cérvix, mm 7,2+1,48a 6,2+1,13ab  5,3+x0,92ab 5,1+0,74b
Largo vagina, mm  410¢316b  50,5¢310a 558:7,75a O 'ir o
Ancho vagina, mm 6,6+1,14a 5,9+0,61ab 4 5+0,57b 5,61t1),26a
Ancho cuerno der. 54,4 4y 501,13  4,3+039  3,8+0,39
(anterior), mm
Ancho cuerno
uterino der. 3,3+0,97 4,4+0,77 4,3+1,11 3,7+0,28
(centro), mm
Ancho uterino der. ;.4 59 21+0,29 1,8+0,45  1,5%0,24

(posterior), mm
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Ancho cuerno

uterino izq. 3,8+1,03 4,8+0,64 3,8+0,77 3,8+0,70
(anterior), mm
Ancho cuerno

uterino izq. 3,3£0,48 4,3:083  39:1,80 360,45
(centro), mm
Ancho cuemo izq. 4 5,4 44 2,1#0,30  1,8#0,76  1,5:0,24

(posterior), mm

Longitud cuerno g7 5,1013 94823 57,7¢21,11 01153
der., mm 1
Longitud cuerno g4 4,9559 77741284 68242789 ©/ 9100
izg., mm 2
Peso del aparato g, 50,0 g3:051a  44x042p 0220762

reproductor, mg b

Ancho cuerpo
(unién cuernos 9,3+0,94a 8,2+1,37a 7,4+1,42ab 5,8+0,80a
uterinos), mm

Diametro cuerno 44,9 750y 12.0+1.19bc  87+161p 144196
der. (US), mm c
Diametro cuerno 49 2.5 49ap  11.6+¢1.25ab 8,6+1,71p 1 7*1.78
izq. (US), mm b
E”domrf]trgo (US).  394040cb  4,9+029ba  35:108c  5,8+0,53a
M'Oment]rr'r? (US), 2.4+0,76b  2,0+052b  33+121b 53+068a

En concordancia con los resultados de Corredor & Paez (2012), los hallazgos obtenidos en
la evaluacion del endometrio y miometrio en el Utero de los mamiferos durante el ciclo estral
tienen una relacién directa con los estrogenos y la progesterona. Durante la fase folicular
(proestro y estro) del ciclo, existe un incremento de los estrogenos que genera edema vy
acumulacion de liquido intrauterino, lo cual se observa en la imagen como una disminucion
en la ecogenicidad de las paredes del Utero y un contenido anecoico en la luz tubular. Este
edema provoca un aumento en el espesor del Gtero antes de la ovulacion, el cual disminuye

de 3 a 6 dias después, permaneciendo sin cambios durante la fase del diestro.

Ademas, segun Ribadu & Nakao (1999), los cuernos uterinos se encontraban mas curvados
durante la dominancia latea, mientras que estaban menos curvados durante la dominancia

folicular.
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Figura 22. Aparato reproductor de la cobaya en las diferentes fases del ciclo estral: proestro
(A), estro (B), metaestro (C), y diestro (D).

Fuente: autor.

Figura 23. Vagina de la cobaya en las diferentes fases del ciclo estral: proestro (A), estro (B),
metaestro (C), y diestro (D).

Fuente: autor.

Figura 24. Cérvix de la cobaya en las diferentes fases del ciclo estral: proestro (A), estro (B),

metaestro (C), y diestro (D).

Fuente: autor.
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Figura 25. Cuerpo uterino de la cobaya en las diferentes fases del ciclo estral: proestro (A),
estro (B), metaestro (C), y diestro (D).

Fuente: autor.

Figura 26. Cuerno uterino izquierdo de la cobaya en las diferentes fases del ciclo estral:
proestro (A), estro (B), metaestro (C), y diestro (D).

Fuente: autor.
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Figura 27. Cuerno uterino derecho de la cobaya en las diferentes fases del ciclo estral:
proestro (A), estro (B), metaestro (C), y diestro (D).

Fuente: autor.

5.2.1 Medidas morfométricas de los ovarios
Se determind que el diametro del ovario derecho (OD) fue mayor (p<0,05) en la fase de

proestro (5,8 £ 0,09 mm) en comparacion con las fases de estro (4,6 + 0,18 mm), metaestro
(4,4 £ 0,18 mm) y diestro (4,8 £ 0,27 mm; Fig. 28).
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Figura 28. Media y error estandar del diametro del ovario derecho (OD) de las cobayas en
los cuatros fases del ciclo estral.
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El volumen del ovario derecho (OD), en el diestro (319,1 + 0,52 pm?®) mostré valores similares
en comparacion con el proestro (437,1 + 18,9 um?), estro (269,0 *+ 28,36 um?®) y metaestro
(241,1 + 32,11 um?®) (p>0,05). Sin embargo, el volumen del OD el proestro fue mayor en

comparacion con el estro y metaestro (p<0,05; Fig. 29).
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Figura 29. Media y error estandar del volumen del ovario derecho (OD) de las cobayas en

los cuatros fases del ciclo estral.

El peso del ovario derecho (OD) demostré6 que no presenta diferencia estadisticamente
significativa entre las fases del proestro (0,06 + 0,006 g), metaestro (0,04 £ 0,003 g) y diestro
(0,06 £ 0,009 g). Mientras que el peso del OD en la fase del proestro (0,06 + 0,006 g), fue

mayor en comparacion con la fase del estro (0,03 + 0,006 g; Fig. 30).

Los hallazgos adquiridos pueden asociarse con lo expuesto por Jokubkiene et al. (2006),
quienes establecieron que el volumen del ovario dominante aument6é durante la etapa
folicular, disminuy6 después de la ruptura del foliculo y volvié a incrementar durante la fase
latea, mientras que, en el ovario no dominante, el volumen y los indices vasculares no

mostraron cambios concluyentes a lo largo del ciclo menstrual analizado en mujeres.
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Figura 30. Media y error estandar del peso del ovario derecho (OD) de las cobayas en los
cuatros fases del ciclo estral.

Al valorar el didmetro del ovario izquierdo (Ol) en el proestro (5,3 £ 0,05 mm), estro (4,6 *

0,13 mm), metaestro (4,9 £ 0,29 mm) y diestro (4,7 + 0,19 mm) revel6 valores similares en
todas las fases del ciclo estral (p>0,05; Fig. 31).
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Figura 31. Didmetro del ovario izquierdo (Ol) mm de las cobayas en los cuatros fases del
ciclo estral.
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El volumen del ovario izquierdo (Ol) entre las fases del proestro (375,1 +15,25 um?), estro
(253,8 + 19,62 um?3), metaestro (355,3 + 76,85 um?) y diestro (264,5 + 34,45 pum?®) no hubo
diferencia estadisticamente significante (p>0,05; Fig. 32).
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Figura 32. Volumen del ovario izquierdo (Ol) de las cobayas en los cuatros fases del ciclo

estral.

En el proestro (0,05 £ 0,008 g), estro (0,04 + 0,006 g), metaestro (0,05 £ 0,01 g) y diestro
(0,05 + 0,008 g) el peso del ovario izquierdo (Ol) fue semejante en todas las fases. Es decir

que no hubo una diferencia estadistica significativa (p>0,05; Fig. 33).
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Figura 33. Peso del ovario izquierdo (Ol) de las cobayas en los cuatros fases del ciclo estral.
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En general, los hallazgos obtenidos evidencian que el ovario derecho presenta un mayor
peso, volumen y didmetro en comparacion con el izquierdo, lo cual podria asociarse a un
mayor grado de funcionalidad del ovario derecho, tal como sucede en el ganado bovino
(Condo et al., 2015).

Tabla 3. Peso promedio de las cobayas, ovarios e indice gonadosomatico, valorados en las

fases del ciclo estral.

Proestro Estro Metaestro Diestro General
Peso 1088 + 1048 + 1110 + 1096 + 1085 +
cobaya (g) 71,20 54,03 74,83 75,69 68,01
Peso
_ 0,05+ 0,005 0,03+0,005 0,04+0,004 0,05+0,005 0,050,004
ovarios (g)
GS 0,004 + 0,002 + 0,003 + 0,004 + 0,004+
0,001 0,001 0,001 0,001 0,001

Peso de ovarios=peso promedio de los ovarios. IGS=indice gonadosomatico (peso
ovarios/peso corporal) *100

Los resultados obtenidos en este estudio coinciden con los de Iglesias & Guaman (2023),
quienes también evaluaron el peso ovarico y el indice gonadosomatico y encontraron que no
hay una diferencia estadisticamente significativa entre las etapas de proestro y diestro. Por

lo tanto, los valores obtenidos son analogos a los registrados en este trabajo.

Figura 34. Ovario de la cobaya en las diferentes fases del ciclo estral: proestro (A), estro (B),

metaestro (C), y diestro (D).
Fuente: autores.

5.3 Resultados del recuento de foliculos antrales:
En el recuento de foliculos antrales (FA) >1 mm en la fase del proestro (9,4 + 1,69 n) y estro
(6,8 £ 2,00 n) el FA >1 mm fue similar (p>0,05). Asi mismo, en las fases del metaestro (0,4 +

0,40 n) y diestro (0,2 + 0,20 n) no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
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(p>0,05). No obstante, se observé que el FA >1 mm hubo diferencia estadisticamente
significativa al comparar las dos primeras fases (proestro y estro) con el metaestro y diestro
(p<0,05; Fig. 35). Estos resultados concuerdan con Iglesias & Guaman, (2023) quienes
observaron la presencia de FA >1 en el dia 15(0), dia 1, dia 11, sin presencia de este tipo en

el dia 4 y dia 8, siendo considerados como foliculos dominantes.
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Figura 35. Recuento de foliculos antrales > 1mm (RFA) de las cobayas en los cuatros fases
del ciclo estral.

Los resultados obtenidos revelaron que en las fases del proestro (29,8 + 3,10 n) y estro (28,0
+ 3,70 n) el recuento de los foliculos antrales entre 0,5 -1 mm mostré una similitud (p>0,05).
De igual manera en las fases del metaestro (0,4 £ 0,40 n) y diestro (8,0 £ 2,07 n) no hubo
diferencias estadisticamente significativas (p>0,05). Sin embargo, se observé que el RFA 0,5
— 1 mm fue mayor en la fase del proestro y estro en comparacion con la fase del metaestro y
diestro (Fig. 36), esto concuerda con los resultados obtenidos por Barahona & Iglesias, (2023)
donde visualizaron mayor nimero de FA de este tipo en el dia 15 (proestro) y en menor

cantidad el dia 4 (metaestro).
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Figura 36. Recuento de foliculos antrales entre 0,5-1mm (RFA) de las cobayas en los cuatros

fases del ciclo estral.

Al observar el recuento de foliculos antrales <0,5 mm no mostraron diferencia estadistica en
la fase del proestro (24,0 + 4,17 n), al comparar con la fase del estro (23,8 + 2,78 n). Sin
embargo, el RFA <0,5 mm fue mayor en el diestro (32,0 £ 5,07 n) en comparacién con el
metaestro (11,4 + 3,57 n; Fig. 37), se sugiere que estos foliculos podran pertenecer al nuevo
grupo que entra en la fase de reclutamiento, segin lo mencionado por Barahona & Guaman
(2023).
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Figura 37. Recuento de foliculos antrales < 0,5mm (RFA) de las cobayas en los cuatros fases

del ciclo estral.
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5.4 Resultados del numero y calidad de COC’s recuperados en cadafase del ciclo estral
Se determind que el nimero de COC’s aptos recuperados (Panel A) mostraron que en las
fases del estro (7,2 £ 1,82), metaestro (0,8 £ 0,58) y diestro (6,0 + 2,42) no hubo diferencia
estadisticamente significativa (p>0,05). Pero, fue mayor COC’s aptos en la fase del proestro
(18,0 £ 3,08) en relacién con las fases del estro, metaestro y diestro. Por otra parte, COC’s
no aptos recuperados (Panel B) se observan que entre las fases proestro (8,0 + 1,30), estro

(8,80 = 0,80), metaestro (11,2 + 3,12) y diestro (5,8 = 1,35) no hubo diferencia estadistica
(p>0,05; Fig. 38).

Tal como indicaron Sanchez & Ahumada (2015) se recuper6 la mayor cantidad de ovocitos
durante el proestro y estro, siendo inferiores en comparacion con el diestro. Esto
posiblemente se deba a la presencia de cuerpos luteos en los ovarios durante el diestro.
Ademas, se observé que la cantidad de ovocitos no aptos fue similar en el proestro y el estro,

pero mayor en comparacion con el diestro.
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Figura 38. Numero de COC’s aptos y no aptos recuperados de las cobayas en los cuatros

fases del ciclo estral.

Figura 39. COC’s aptos recuperados y COC’s no aptos recuperados en cada fase del ciclo

estral. proestro (A), estro (B), metaestro (C), y diestro (D).

Fuente: autor.
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5.5 Anédlisis del porcentaje de células observadas en las diferentes fases del ciclo estral

57

de la cobaya

Al valorar el porcentaje del tipo de células superficiales (Panel A), en el metaestro (0,0 £ 0,00)
y diestro (2,0 = 1,37) no difieren. Sin embargo, en el estro (78,8 £ 2,51) fue mayor al ser
comparado con el proestro (20,6 + 2,80). En las células intermedias observadas (Panel B)
hubo una similitud entre las fases del proestro (75,2 + 3,18), metaestro (74,2 + 2,74) y diestro
(77,0+ 2,70) (p>0,05). En cambio, durante el proestro (75,2 + 3,18) fue mayor en comparacion
con el estro (19,0 + 2,36) (p<0,05). En las células pequerias (Panel C) se observd que en las
fases del proestro (4,2 + 0,66) y estro (1,8 £ 1,35) las células pequefias fueron parecidas
(p>0,05). De igual manera, entre las fases del metaestro (25,8 + 2,74) y diestro (21,0 £ 2,19)
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05). Aunque, las células
pequefias fueron mayor al comprar las dos segundas fases (metaestro y diestro) con el
proestro y estro. Al valorar las células basales (Panel D) se observé que las fases del proestro
(0,0 £ 0,00) y estro (1,0 £ 0,02) no hubo una diferencia estadistica (p>0,05). En cambio, las
células basales fueron mayor en el diestro (75,0 + 2,13) al comparar con el metaestro (24,0 +
2,50) (Fig. 40).

De manera general nuestros resultados coinciden con lo observado por (Matos et al., 2022),
donde las células intermedias se encontraron en mayor nimero en el proestro, las células
superficiales predominaron en el estro, las células intermedias fueron mas abundantes
durante el metaestro y las células basales estaban en mayor nimero durante el diestro, sin

diferencia estadistica en la cantidad de cada tipo de células en las diferentes fases de ciclo

estral.
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Figura 40. Porcentaje del tipo de células epiteliales encontradas mediante citologia vaginal
en los cuatros fases del ciclo estral. Panel A) Células superficiales. Panel B) Células

intermedias. Panel C) Células pequefias. Panel D) Células basales.
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Figura 41. 1) Células epiteliales observadas en la citologia en las diferentes fases; células
intermedias (flecha roja) y presencia de mucus (flecha azul), después de tincién con Diff
Quick, indicativo de proestro. 2) Presencia de células superficiales (flecha verde) en gran
cantidad, expositivo de estro. 3) Predominio de células intermedias y numero regular de
leucocitos (flecha amarilla), indicativo de metaestro. 4) Gran nimero de leucocitos con

relacién al nUmero de células intermedias, demostrativo de diestro.

5.6 Nivel de progesterona determinado en las cuatro fases del ciclo estral

Se determiné que el nivel de progesterona en las fases del proestro (0,36 + 0,04 ng/ml), estro
(0,51 + 0,09 ng/ml) y metaestro (0,83 £ 0,15 ng/ml) no mostraron diferencia estadistica. Pero
la medicion del nivel de progesterona fue mayor en la fase del diestro (2,64 + 0,26 ng/ml) en
comparacion con las fases del proestro, estro y metaestro (p<0,05; Fig. 42). Los resultados
se relacionan con lo mencionado por Echeverria (2006), durante el diestro y el metaestro
(fase lutea) se encuentran cuerpos lateos activos, lo que resulta en niveles més altos de
progesterona en la sangre. En contraste, durante el proestro y el estro, los niveles de

progesterona son bajos, como indica Hurt et al. (1990).
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Figura 42. Nivel de progesterona de las cobayas en los cuatros fases del ciclo estral.
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6. Conclusiones

e Existen porcentajes marcados de células epiteliales presentes en cada una de las
fases del ciclo estral de la cobaya similar al de otras especies como la canina

e La cobaya se encuentra en fase de diestro si sus niveles de progesterona superan los
2 nanogramos/mL.

e El peso del ovario derecho es mayor en; peso, volumen y didmetro comparado con el
ovario izquierdo, debido al mayor grado de funcionalidad que presenta.

e El recuento de foliculos antrales <0,5 mm proporcionan una mejor calidad de COC’s

en el proestro.
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7. Recomendaciones

e Realizar estudios acerca de la dinamica folicular mediante el uso de ultrasonografia
para el analisis de ondas foliculares en cobayas.

e Realizar estudios histoldgicos de los diferentes 6rganos en cada una de las fases.

e Realizar citologia vaginal y observacion de la membrana vaginal 72 horas posteriores

a la implementacion del protocolo gque elija.
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9. Anexos

Anexo A. Instalacion de las jaulas y unidades experimentales
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Anexo D. Preparacion de la progesterona y administracion via oral
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Anexo H. Obtencion de las medidas de los ovarios
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Anexo L. Recuperacion de COC’s.
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