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Resumen:

El presente estudio evaluo la eficiencia de la administracién de progesterona oral
(altrenogest) en dosis diferentes sobre la sincronizacion del celo en cobayas, con la
finalidad de recuperar estructuras producidas en forma fisiolégica entre los dias dos
y cuatro post-monta en estos animales. Se utilizaron 35 cobayas adultas multiparas
entre 4-5 meses de edad de raza mestiza y 5 cobayos con mas de 5 meses de edad
con descendencia comprobada. Las cobayas se ubicaron en 5 grupos experimentales
al azar y recibieron dosis diferentes de altrenogest desde el dia cerohasta el dia 15
del protocolo: T1=0,33mg/kg (n=7); T2=0,28mg/kg (n=7); T3=0,22mg/kg (n=7);
T4=0,17mg/kg (n=7); T5=0,11mg/kg (n=7). A partir del dia 16 se valoro la apertura de
la membrana vaginal, obteniendo como resultados que 94,3% de cobayas
respondieron a la administracion de progesterona oral. Al analizar los resultados de
las citologias se establecié que las cobayas del T1 presentaron un 50% de células
superficiales anucleadas el dia 1, los animales de T2 llegaron a ese porcentaje en el
dia2 ylosde T3, T4y T5 en el dia 3 post-retiro de la progesterona. Los resultados
para determinar monta efectiva indican que los tratamientos 1 (1,86

+ 0,26 dias) y 2 (2,17 £ 0,17 dias) necesitaron similares dias para la monta efectiva
(P>0,05). Para el dia de la ovulacion se determiné que T1 presentd neutrofilos en
porcentajes altos a partir del dia 3 diferencidndose de los tratamientos 2, 3,4y 5 a
partir de ese dia. Sin embargo, los valores de neutrofilos en los tratamientos 2, 3, 4
y 5 al quinto dia demuestra valores indicativos de que se produjo la ovulacion. En dos
de las 10 cobayas sacrificadas el dia 4,5 post-monta se logré recuperar una estructura
con dos embriones en estadio de moérula calidad 2. En conclusion, las dosis altas de
progesterona oral son mas efectiva en la sincronizacion del celo en cobayas, logrando
obtener monta efectiva, ovulacion a las 48 horas y recuperacién de estructuras a los

4,5 dias post-celo.

Palabras claves: Sincronizacion del celo. Monta natural. Colecta de embriones.
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Abstract:

The present study evaluated the efficiency of oral progesterone administration
(altrenogest) at different doses on estrus synchronization in guinea pigs, with the
purpose of recovering physiologically produced structures between days two and four
post-assembly in these animals. Thirty-five adult multiparous guinea pigs between 4-
5 months of age of mixed breed and 5 guinea pigs older than 5 months of age with
proven offspring were used. The guinea pigs were randomly placed in 5 experimental
groups and received different doses of altrenogest from day zero to day 15 of the
protocol: T1=0.33mg/kg (n=7); T2=0.28mg/kg (n=7); T3=0.22mg/kg (n=7);
T4=0.17mg/kg (n=7); T5=0.11mg/kg (n=7). From day 16 onwards, the opening of the
vaginal membrane was evaluated, obtaining as results that 94.3% of guinea pigs
responded to the administration of oral progesterone. When analyzing the cytology
results, it was established that T1 guinea pigs presented 50% of anucleated surface
cells on day 1, T2 animals reached this percentage on day 2 and T3, T4 and T5
animals on day 3 post progesterone withdrawal. Results for determining effective
mating indicate that treatments 1 (1.86 + 0.26 days) and 2 (2.17

+ 0.17 days) required similar days for effective mating (P>0.05). For the day of
ovulation, it was determined that T1 presented neutrophils in high percentages from
day 3 onwards, differentiating from treatments 2, 3, 4 and 5 from that day onwards.
However, the neutrophil values in treatments 2, 3, 4 and 5 on the fifth day showed
values indicative of ovulation. In two of the 10 guinea pigs sacrificed on day 4.5 post-
assembly, a structure with two quality 2 morula stage embryos was recovered. In
conclusion, high doses of oral progesterone are more effective in synchronizing estrus
in guinea pigs, obtaining effective mating, ovulation at 48 hours and recovery of

structures at 4.5 days post-estrus.

Keywords: Estrus synchronization. Natural mating. Embryo collection. Improved

guinea pigs
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1. Introduccién

El cuy es un animal doméstico emblematico de América del Sur, desde épocas
preincaicas hasta la actualidad mantiene una relacibn muy estrecha con los
pobladores de esta region (Bolton, 1979). Es una especie ampliamente distribuida
a lo largo de la cordillera andina, donde se han detectado numerosos grupos en
paises como el norte de Chile, noroeste de Argentina, Bolivia, Peru, Ecuador,

Colombia y Venezuela (Aranibar & Echevarria, 2014).

Por su temperamento ddcil, alta precocidad y prolificidad, el cuy doméstico (Cavia
porcellus) es criado como animal de compaiia (Chauca, 1997), pero también ha
participado dentro de la medicina tradicional de estas regiones, asi como también
representa una gran fuente de proteina, ya que su carne posee alto valor nutricional,
lo que a su vez contribuye a la seguridad alimentaria de la poblacion rural de escasos
recursos economico (Sanchez et al., 2018). En cuanto a fines experimentales, el cuy
es considerado un excelente modelo para estudiar diversos aspectos de la
reproduccion humana, fertilizacion in vitro, clonacion, edicion de genes e
implantacion, asi como también la inmunidad y las enfermedades respiratorias (Wang
etal., 2019).

Sin embargo, el uso del cobayo, tanto para fines comerciales como experimentales
tienen una gran limitante silos comparamos con otras especies de roedores utilizados
en laboratorio, como los ratones y ratas, su camada es pequeina y solo se pueden

obtener pocos embriones de pre - implantacién de una hembra (Dorsch et al., 2008).

Ante esta problematica se han estudiado desde 1850 aspectos de la fisiologia
reproductiva de la cobaya como los movimientos embrionarios desde los cuernos
uterinos hasta el utero (Bischoff, 1852), la maduracion del ovocito (Moore & Tozer,
1908), los cambios histologicos y fisiolégicos en el ciclo estral (Stockard &

Papanicolau, 1917), el comportamiento del mismo (Young et al., 1935), el desarrollo

13
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folicular (Myers et al., 1936) , el desarrollo embrionario temprano (Hunter et al., 1969)

y la inseminacion artificial (Ueda et al., 1998).

Todo esto con el objetivo de implementar biotécnicas reproductivas como la
multiovulacion y la produccion de embriones in vitro (PIVE) especificamente en esta
especie, con el fin de implementar bancos de material genético que permita la
conservacion de la biodiversidad genética (Grégoire et al., 2010; Clemons et al.,
2011). Sin embargo, para producir embriones de cobaya (moérulas y/o blastocistos
tempranos) y establecer la técnica de transferencia de embriones (hembras
receptoras sincronicas), es necesario mantener un control adecuado del celo, ya sea
mediante el bloqueo de la ovulacién (uso de progestagenos) o la induccién del estro

(uso de prostaglandinas) (Grégoire et al., 2012).

La informacion disponible apunta a que el empleo de implantes de progesterona
subcutanea junto a la inseminacion intraperitoneal pueden ser una alternativa viable
para obtener descendencia (Ueda et al., 1998). Sin embargo, debido a la complejidad
en la fijacidn del dispositivo de progesterona (P4) y la aplicacion de la inseminacion
artificial intraperitoneal solo se recomienda este procedimiento para pequenas

colonias de animales bajo condiciones controladas.

Otras investigaciones han analizado el uso de prostaglandina (PGF2a) inyectable
como agente luteolitico (Blatchley & Donovan, 1969), sin embargo, al ser un animal
multiovulatorio la efectividad de la prostaglandina esta en entredicho y los resultados
obtenidos en cuanto al control del ciclo estral mediado por analogos de PGF2a son

desalentadores (Grégoire et al., 2012).

Sin embargo, la utilizacion de progesterona oral (Altrenogest) ha demostrado ser un
método facil, efectivo y simple de usar, tal como lo describe (Grégoire et al., 2012),
quienes aplicaron 0,22 mg/Kg de Altrenogest durante 15 dias y lograron controlar el
ciclo estral e indujeron la ovulacién entre 4-5 dias post retiro de la fuente de
progesterona, pero se recomienda continuar con estudios sobre la dosis a utilizar

de este producto.

14
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Determinar la dosis exacta de progesterona oral (Altrenogest), es basico ya que existe
evidencia cientifica de que en otras especies dosis bajas de progesterona oral
(Altrenogest) provoca quistes foliculares (De Rensis & Kirkwood, 2016). Este criterio
es fortalecido por el estudio realizado por (Andrade et al., 2019), quienes
determinaron que las cerdas tratadas con 16 mg de progesterona presentaron ovarios
poliquisticos, en comparacion con la utilizacién de 20 mg donde no se presento esta
patologia. Por lo antes expuesto nace la pregunta de si la dosis del Altrenogest que

se viene usando en cobayos es la adecuada.
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2. Objetivo

2.1 Objetivo general
Evaluar la eficiencia de la administracion oral de progesterona (altrenogest) en la
sincronizacidn del ciclo estral en cobayas, que permita recuperar estructuras

producidos en forma fisiolodgica entre los dias dos y cuatro post-monta.

2.2 Objetivos especificos

= Determinar la dosis adecuada de progesterona (altrenogest) administrada a
cobayas y la valoracion sobre el tiempo de aparicion del celo.

= Establecer el momento de la monta y la ovulacion post-retiro de la
progesterona oral

= Determinar el dia 6ptimo para la recuperacién de embriones después de la
monta natural de las hembras sometidas a un protocolo de sincronizacion.

2.3 Pregunta de investigacion
¢La administracion oral de un progestdgeno sintético (Altrenogest) en diferentes

dosis, sincroniza el ciclo estral en cobayas a diferentes tiempos?

16
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3. Revisioén de literatura

3.1 Anatomia del aparato reproductor de la hembra

3.1.1. Ovarios

Los ovarios tienen un color blanco amarillento, forma oval ligeramente aplanada, se
ubican caudal al polo ventral del rifndn entre la tercera y cuarta vértebra lumbar.
Poseen un tamafio aproximado de 3-6 x 2-4 x 2-3 mm y son los responsables de

producir 6vulos para la reproduccion de la especie (Villamarin, 2016).

3.1.2. Oviductos

Son estructuras con forma de conductos capilares que se extienden desde el
infundibulo hasta la abertura anterior de los cuernos uterinos, la funcidon de estos es
receptar y transportar el 6vulo al cuerno uterino, lugar en el que se llevara a cabo la

fecundacion de los 6vulos (Solorzano, 2014).

3.1.3. Utero

El utero es bicorneo y asemeja forma de una V, esta compuesto por cuernos uterinos
que se suspenden por los ligamentos anchos de la pared abdominal dorso lateral
(Wagner et al., 1976). Ademas, tienen forma cdnica, y miden aproximadamente 37
mm de largo y 6 mm de ancho. Por otra parte, el cuerpo uterino en sus caracteristicas
se describe como corto y aplanado dorso ventralmente, con aproximadamente 13 mm

de largo y 7 mm de ancho (Onate, 2012).

3.1.4. Vagina

La vagina es mas pequena en su didmetro exterior en comparacién con el cuello del
utero y sus paredes son mas delgadas, anatdmicamente se encuentra en la porcion
caudal del suelo pélvico y ventralmente alrededor del margen caudal del arco
isquiatico donde se abre el orificio vaginal hacia el exterior (Wagner & Manning,
1976).

17
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3.1.5. Vulva
Es la parte externa de la cobaya y tiene forma de “V” o0 “Y”, presenta una escotadura
en la porcion media ventral formando dos pequenos labios, encontrandose el meato

urinario en el fondo vy el clitoris en la parte dorsal (Villamarin, 2016).
3.2 Anatomia del aparato reproductor de macho

Estructuras internas

3.2.1. Epididimo

El epididimo se encuentra a lo largo del margen dorsolateral del testiculo, esta
compuesto por la cabeza, cuerpo y cola. La cabeza y el cuerpo estan normalmente
cubiertos por un gran cuerpo graso, mientras que la cola es la que da lugar al

conducto deferente (Wagner & Manning, 1976).

3.2.2. Conducto deferente

Son tubos de caracter muscular, que al momento de la eyaculacion ejercen la funcion
de impulsar los espermatozoides desde el epididimo al conducto eyaculador de la
uretra prostatica, también participa en el almacenamiento de los espermatozoides

para su eyaculaciéon (Aragon, 2019).

3.2.3. Glandulas accesorias

Contiene glandulas accesorias como las glandulas vesiculares, glandulas
prostaticas, glandulas bulbouretrales y glandulas coagulantes (Stan, 2015). Hablando
de las glandulas coagulantes, se conoce que su secrecion puede permitir la
coagulacién de la secrecion de las vesiculas seminales formando un tapon vaginal

luego de la eyaculacion para impedir el reflujo del semen (Gonzalo, 2018).

3.2.4. Préstata
Se encuentra ubicada dorsal a la uretra, esta constituida por una masa de tejido

glandular cubierta por una delgada capsula de tejido fibroso y células musculares
lisas (Vaquez & Del Sol, 2010) .
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Estructuras externas

3.2.5. Pene

El pene al estar en estado de reposo se dispone en forma de herradura y el glande
dirigido hacia caudal. El glande es de forma cilindrica con su extremo redondeado,
presentando una fisura media en sentido longitudinal en la superficie dorsal y otra
mas corta en transversal en donde se abre el orificio uretral externo. Ademas, en la
superficie externa del glande se pueden observar pequefias escamas corneas

acompafnadas de pequenas espiculas dirigidas a craneal (Marquez et al., 2007).

3.2.6. Testiculos

Los testiculos se encuentran en sacos escrotales que son poco profundos, los anillos
inguinales son grandes y permanentemente abiertos que se comunican con la
cavidad peritoneal, permitiendo que los testiculos también se encuentren dentro de

la cavidad abdominal (Clemons & Seeman, 2011).

3.3 Ciclo estral de las cobayas

La cobaya es una hembra poliéstrica continua cuyo ciclo estral tiene una duracion
media de 16 £3 dias. El celo generalmente se presenta en la noche persistiendo de
seis a once horas, momento en que la hembra es receptiva al macho, mientras que,
la ovulacion ocurre de manera espontanea aproximadamente 10 horas después en
donde son liberados de dos a cuatro 6vulos. Se caracteriza por la presencia de
cambios en el comportamiento conductual y fisico, tales como: lordosis ante la
presencia del macho, ruptura de la membrana vaginal y secrecién de moco; en caso
de que se produzca el apareamiento y al saber que la llegada del esperma hacia el
oviducto ocurre en 15 minutos, se formara el tapén vaginal y se conservara por uno
o dos dias (Noonan, 1994).

Proestro: es la fase previa al celo que tiene una duracion de 13,9 horas en la cual
los 6rganos reproductores de la hembra se preparan para aceptar al macho, aumenta
el volumen del utero, cambia la coloracién de la vulva y se puede presentar secrecion

sanguinolenta (Noonan, 1994).
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Estro: también conocido como celo propiamente dicho dura 8,3 horas y se
caracteriza porque la hembra acepta favorablemente al macho, los cambios externos
que se pueden observar son: edematizacion de la vulva con incremento del color
rosaceo, lordosis ante la presencia del macho y descarga de moco vaginal.
Internamente se abre el cérvix para dar paso a la eyaculacion del macho. Un dato
importante a tomar en cuenta es que el 64% de los celos se inician entre 18:00 a
06:00 cuando las hembras se mantienen en la oscuridad y en caso de que haya

copulacion, el celo es interrumpido (Roy et al., 1993).

Metaestro: es un periodo corto en el que la hembra se recupera de todos los cambios
ocurridos en la fase de estro, aproximadamente dura 20,4 horas, sin embargo, habra
variaciones de acuerdo a la condicion de cada individuo y las cobayas rechazaran

vigorosamente al macho en cada intento de monta (Barahona & Quishpe, 2012).

Diestro: tiene una permanencia de 14,7 dias y se le atribuye el nombre de fase de

reposo o descanso reproductivo y es la fase con mas dias (Esquivel, 2006).

3.4 Dinamicafolicular

Cuando las cobayas atraviesan por el periodo de pubertad, adquieren la capacidad
de llegar a producir gametas fértiles, es decir, dan inicio a la vida reproductiva, pero
para que esto llegue a ocurrir, los animales deben cumplir con ciertas condiciones
como tamano y pesos determinados, razon por la cual la raza tiene un efecto decisivo

al momento de la aparicion del primer estro (Echeverria, 2006).

El proceso hormonal inicia una vez que la adenohipdfisis es capaz de liberar
hormonas gonadotropicas que tendran diversas formas de actuar al generar la
liberacion de esteroides gonadales, llegando a estimular o inhibir algunas respuestas

que intervienen en el control ciclico (Ascoli et al., 2008).

Cada ciclo suele estar dividido en dos fases, una luteal y una folicular. En la fase
luteal hay ausencia de manifestaciones tipicas del comportamiento sexual, presencia
de cuerpo luteo y altos niveles de progesterona plasmatica, mientras que en el caso

de la fase folicular que inicia con el proestro, lo que ocurre es un aumento
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de estrégeno en el foliculo preovulatorio, induciendo a la hembra al estro y

posteriormente presentar la ovulacion (Echeverria, 2006).

El proceso de desarrollo folicular se produce en ondas, y estas estan intimamente
relacionadas con el desarrollo armonico y simultaneo de varios foliculos antrales que
atraviesan estados de reclutamiento, seleccion y dominancia folicular. De acuerdo
con un estudio realizado por las cobayas poseen dos ondas de crecimiento folicular;
la primera onda que culmina en los dias 10 a 11 y la segunda que termina con la
ovulacién (Bland, 1980).

3.4 Desarrollo embrionario en lacobaya

La gestacion de las cobayas tiene una duracion de 59 y 72 dias, con un promedio de
67 a 68 dias. Esta etapa da inicio cuando la hembra que esta prefada culmina con
el parto. El tamano de la camada interviene en el tiempo de gestacion, a mayor

tamafno de camada mas corta sera la gestacion (Vivaz, 2009)

La zona prelucida es una capsula que tiene una consistencia viscosa la cual envuelve
al ovocito y al embridén en estadio temprano, los mismos que poseen receptores de
esperma los mismos que son bloqueados posterior a la fecundaciéon, y son
encargadas de mantener a las células de los embriones pre compactadas y unidas,
ademas brindan proteccion a las células jévenes del sistema inmune y los patégenos
(Mellisho, 2010).

Cuando se retira la zona pelucida de los embriones pre-compactados, estas células
se separan del embrion causando asi la degeneracion del mismo. El blastocele
desarrolla de gran tamano, el embrion se llega a expandir provocando asi un
adelgazamiento de la zona pelucida, conociéndole a este estado como Blastocisto
expandido, posterior a esto la expansidén provoca la ruptura de la zona pelucida

provocando que el embrién quede fuera (Mellisho, 2010).

3.4.1 Desarrollo cronolégico del embrién.
En las cobayas se va observar 2 células 23 a 48 h posterior al coito,4 células 30-75

h, 16 células 107 h, se puede observar el blastocisto 115 h post coito, a los 3,5 dias
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se va observar la estructura en la entrada del utero, llegando a darse la implantacion

6 dias después, con la duracion de la gestacion de 63 -70 dias ( Alegria, 2015).

3.5 Clasificacion de embriones

Estadio 1: No fecundado.

Estadio 2: De dos a 12 células. Embriones con dos a 12 células, aproximadamente
del dia 2 al dia 5 de desarrollo.

Estadio 3: Mérula temprana. Se asemeja a una mora. Las blastdmeras todavia se
pueden llegar a distinguir unas de otras. La masa de células ocupa casi todo el
espacio perivitelino. Dia 5 - 6 de desarrollo.

Estadio 4: Moérula. Las blastdmeras se han adherido formando una masa compacta,
el embridn ocupa el 60-70% del espacio perivitelino. Dia 6 de desarrollo. 26

Estadio 5: Blastocisto temprano. Presenta una cavidad con fluido denominada
blastocele, el embridn ocupa el 70-80% del espacio perivitelino; es posible
comenzar a diferenciar el trofoblasto y el macizo celular interno. La edad estimada
es de siete dias.

Estadio 6: Blastocisto. Presenta una clara diferencia entre el trofoblasto externo y
el macizo celular interno (el cual se observa mas oscuro). El blastocisto es
identificado con claridad. La edad estimada de desarrollo es de siete a ocho dias.
Estadio 7: Blastocisto expandido. El diametro total aumenta 1,2 a 1,5 veces. La
zona pelucida se adelgaza aproximadamente un tercio del grosor original. Los
embriones en este estado se pueden encontrar colapsados. Dia 8 - 9 de desarrollo.
Estadio 8: Blastocisto eclosionado. En este estado los embriones pueden estar en
el proceso o estar completamente fuera de la zona pelucida. Los blastocistos
eclosionados son esféricos con el blastocele bien formado o colapsado. Se

encuentran en el dia 9 de desarrollo.
Estadio 9: Blastocisto eclosionado expandido (Brenes , 2014)
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Imagen 1. Desarrollo embrionario en sus distintas etapas

(Fuente: IETS, 2011)

3.5 Métodos de sincronizacién de celo

Sobre la sincronizacion del celo en cuyes hembra, existe muy poca o casi nula
informacion por falta de investigacién, y en los pocos trabajos realizados los
resultados no han sido satisfactorios, lo que ha llevado a que los interesados en el
tema, a tener que realizar la deteccion del celo mediante hisopados vaginales (Diez,
2007).

Sara (2000) y Crudeli et al., (2008), manifiestan que, para conseguir efectividad con
los distintos programas de sincronizacion del celo en esta especie, es muy necesario
que las hembras gocen de una buena condicién corporal, las dosis de la hormona a
aplicar y la exactitud de los tiempos acorde al protocolo que se va a usar. Ademas, es
fundamental conocer a profundidad la dinamica folicular, para esclarecer los

fendmenos negativos que intervienen durante el proceso.
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Existen varios métodos de caracter natural que son empleados para sincronizar el
celo en las cobayas, no obstante, se tiene también protocolos que emplean el uso
de hormonas. Un ejemplo claro de un método de sincronizacién es el realizado por
(Onate, 2012), quien aplico GnRH y PGF2a, teniendo como resultado que la tasa
de fertilidad de esta especie incrementd al 75% posterior al periodo de empadre de

cinco dias.

Diaz, (2008), prob6 dos tratamientos para la sincronizacion del celo en cobayas, el
primer tratamiento consistia en el uso GnRH el dia uno + PGF2a a las 72 horas y el
otro tratamiento radicaba en una dosis de PGF2a el dia uno y luego a las 72 horas;
Al ver los resultados, el primer tratamiento tuvo un porcentaje de fertilidad mayor al

segundo tratamiento.

Otro método de sincronizacién de celo para cobayas, que ha arrojado buenos
resultados ha sido el realizado por Grégoire et al., (2012), en el que se administrd una
dosis diaria de 0,22 mg/kg de Altrenogest, progestageno de via oral, durante 15 dias
y siempre a la misma hora, esperando que a partir del dia 17 se presenten los
primeros signos del celo, variable que fue corroborada al revisar los resultados de su

investigacion.

3.6 Recuperacién embriones

La criopreservacion y produccion de embriones son biotecnologias que juegan un
papel importante en las técnicas de reproduccion asistida, pues durante su desarrollo
han demostrado ser un protocolo eficaz y segura en estudios realizados en los
cobayos por Mise, (2014). Este procedimiento se ha ido adaptando en otras especies

de interés econdmico como las cobayas (Canén, 2018).

La verificacion de la gestacion se puede realizar mediante un frotis vaginal post coito,
esta técnica nos indica la presencia de espermatozoides, siendo esto confirmado, se
procede al sacrificio de las cobayas en los dias 2,5; 4,5y 6,5. Se realiza la extirpacion
del oviducto y partes de los cuernos, los embriones previos a la implantacién se lavan

con solucién salina con fosfato a través de la abertura
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infundibular este procedimiento se debe realizar por tres veces para su posterior

transferencia (Dorsch et al., 2008)
3.7 Citologia vaginal exfoliativa

La citologia vaginal exfoliativa es uno de los métodos que ha sido bastante utilizado
al realizar el examen reproductivo en la especie canina segun lo mencionan varios
autores (Linde & Karlsson, 1984; Groppetti et al., 2012; Leigh et al., 2013). Este
método practicamente se basa en la determinacién de cambios celulares queocurren
en el epitelio vaginal por resultado de los niveles de hormonas, especialmente de
estroégenos, lo que lo vuelve simple y de gran utilidad para conocer el estado
fisiolégico o la presencia de patologias en el sistema reproductivo de las hembras,
pero especificamente para determinar las etapas del ciclo estral (Wright & Parry,
1989).

Para el procedimiento de la toma de muestra, se debe tomar un hisopo, mismo que
debe ser humedecido con solucién salina (Wright & Parry, 1989), al momento de
introducirse se debe evitar el contacto con el vestibulo, debido a que sus células no
suelen reaccionar tan rapido al aumento de la concentracion de estrogeno en la

sangre como ocurre en la membrana mucosa de la vagina (Antonov, 2017).

En perras, el hisopo que ha sido previamente humedecido, se introduce hacia la
comisura dorsal de la vulva presionada ligeramente en direccién caudodorsal hasta
pasar el arco isquiatico y luego el hisopo debe girarse para recolectar la muestra y
luego se retira, posteriormente, se realiza un barrido sobre el portaobjetos realizando
una suave presion contra el mismo y se procedera a realizar la tincion de eleccion

para poder observar al microscopio (Kustritz, 2006).

Chatdarong et al. (2002), manifiestan que para realizar la tincién se puede escoger
de una amplia variedad, sin embargo, la tincién de Diff-Quick o Haemacolor, es una
tincidén que puede ser rapidamente aplicada a la practica en la clinica, para lo cual se
debe fijar la muestra en metanol y luego sumergir en las dos soluciones la de color
azul y la rosa respectivamente y, sefialan como ventaja, la posibilidad de almacenar

las muestras durante anos para volver a ser observadas.
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Para evaluar las muestras obtenidas y determinar la etapa del ciclo estral, es
importante diferenciar el tipo de células que se observen en el frotis, por ejemplo, la
mayoria de autores describen que en la pared vaginal existen células basales,
parabasales, intermedias, superficiales y escamosas (Rieck & Kratzheller, 1955;
Schutte, 1967).

Las células basales suelen ser las mas pequefas (10 - 20um) y el nacleo ocupa casi
su totalidad, pero al estar en la membrana basal, rara vez logran ser identificadas; las
células parabasales con 15 a 25 um, son ovoides con un nucleo grande marginaly en
ocasiones pueden tener neutrofilos y logran observarse en metaestro; las células
intermedias tienen variaciones en su diametro con nucleo bien formado y se
encuentran en el diestro; para las células superficiales la forma sera irregular, de gran
tamano y alcanzan su maximo en el momento del pico de estrogeno, indicandoel
momento de estro y, ademas de estas células, se pueden observar otras como
células tumorales, células trofoblasticas, espermatozoides y neutréfilos (leucocitos)
que generalmente aparecen al llegar la ovulacion (Rieck Kratzheller, 1955; Wright &
Parry, 1989; Christie et al., 1972).

DESTRD

Imagen 2 Células presentes en las etapas del ciclo estral.

Fuente: (Geréz & Gullace, 2011)
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4. Materiales y Métodos

4.1 Materiales

Materiales fisicos

= Jaulas

=  Mandil

= Mascarillas

= QGorros quirurgicos

= Guantes de examinacion
= Balanza

= Equipo de diseccién
= Hisopos

= Papel secante

= Jeringas de insulina
= Camara de fotos

= Campos quirurgicos

= Sonda vesical

Materiales biol6gicos

= 35 cobayas
= 5 cobayos reproductores

Reactivos

= Progesterona oral (Altrenogest, Regumate®, MSD Animal Health,
Francia)

» Tincion de Diff-Quick

= Lactato de Ringer

= Polivinil alcohol (Sigma, 363065)
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Materiales de Laboratorio

» Placa cuadriculada de 100mm x 100mm

= Estereoscopio (Nikon SMZ775)

= Cubreobjetos

= Portaobjetos

= Pipetas automaticas (2-10 microlitros, 100 - 1000 microlitros)
= Puntas para pipetas automaticas (blancas y azules)

= Microscopio (Nikon Ci)

= Camara para microscopio (M-shot)

= Bafo Maria

= Platina térmica

4.2. Métodos

Area de estudio

La investigacion se llevo a cabo en dos lugares:

1.

En una granja particular ubicada en la provincia del Canar, ubicada a altura de
3.160 m s.n.m., con temperatura promedio de 11,8°C. En este lugar se
mantuvieron los cobayos a condiciones controladas de alimentacion y manejo.
En el Laboratorio de Biotecnologia de la reproduccion animal de la Universidad
de Cuenca, ubicado en el Cantén Cuenca, parroquia Victoria del Portete, Via
Salado-Léntag; a una altura de 2.671 m s.n.m. La precipitacion promedio anual
es de 1.078,05 milimetros (mm) y temperaturas que oscilan entre 7y 12 °C.
Aqui se llevaron a cabo la diseccion y busqueda de estructuras embrionarias,

asi como la evaluacion de las muestras citologicas.
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imagen 4 éranj‘a particuiar ubicacia en ia provincia deI éaﬁar
Animales y granja

En el experimento se utilizaron 35 cobayas (hembras), edad entre 4 y 5 meses, con
un peso entre 1000 y 1200 gramos, sanas. Ademas, se emplearon 10 machos de
>5 meses de edad, con peso promedio entre 1500 y 2000 gramos y probados
sexualmente. Tanto hembras como machos eran de raza mestiza cruza entre la linea

peruana y criolla.

Los animales fueron llevados a la granja 30 dias antes para que se acostumbren al
sistema de alimentacion y manejo. La alimentacién se tomé como base el forraje dos

veces al dia y recibieron sobrealimento (balanceado comercial), en dosis similar
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todos los grupos una vez por dia. Los cobayos fueron sometidos a un régimen de

12 horas de luz 'y 12 horas de oscuridad.
Metodologia para lainvestigacion
El estudio consto de tres etapas, los cuales son descritos a continuacion:

= Etapa 1: se determind el rango de tiempo en el cual se presento el celo, luego de
la dltima dosis de progesterona oral (Altrenogest, Regumate®, MSD Animal
Health, Francia) administrada a las cobayas en dosis diferentes.

Para este experimento se utilizd 35 cobayas los cuales fueron incluidas en esta

investigacion de acuerdo con los siguientes criterios de inclusion y exclusién:
Criterios de inclusion:

= Cobayas de raza mestiza

= Edadentre 4 y 5 meses

= Sanas

= Peso entre 1000 y 1200 gramos.

= Condicién corporal entre 2,5 a 3,5, escala 1-5 donde 1 es extremadamente
flaca y 5 obesidad extrema (Dorsten & Cooper, 2004)

= Cobayos (machos) de fertilidad comprobada (descendencia verificada), peso

entre 1500 y 2000 gramos.
Criterios de exclusion:
= Cobayas que presentaran enfermedades durante el ensayo
Tratamientos

Se organizaron 5 tratamientos en el experimento 1, los cuales recibieron dosis

diferentes de progesterona oral:
T1= 0,33mg/kg (n=7)
T2=0,28mg/kg (n=7)
T3=0,22mg/kg (n=7)

T4=0,17mg/kg (n=7)
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T5=0,11mg/kg (n=7)

En estos animales se evaluaron las siguientes variables:

Variable independiente:
= Dosis de progesterona oral (Altrenogest)
Variables dependientes:

= Apertura de membrana vaginal
= Morfologia de las células vaginales

= Monta efectiva
Protocolo de sincronizacién del celo:

El dia del inicio del protocolo (dia 0) a las 9:00 se inici6 la administracion via oral
(Altrenogest, Regumate®, MSD Animal Health, Francia), mediante una pipeta
automatica regulable (100 ul a 1000 pl), este procedimiento se repitid hasta el dia
15 (Fig. 1).

A partir del dia 16 se realiz6 el monitoreo de las siguientes variables:
Valoracion de la apertura de la membrana vaginal:

El dia 16 a partir de las 08h00 se evalué la apertura de la membrana vaginal, por 5
dias consecutivos, para lo cual se inmovilizé a la cobaya y se observd a nivel de
entrada de la vagina la presencia o ausencia de la membrana vaginal. Se considero
como dia del inicio del celo (dia 0) cuando el 50% de esta estructura este entre abierta,

esto de acuerdo a los descrito por Sadeu et al., (2007).
Citologia vaginal:

El primer dia que se lleg6 a observar la apertura de la membrana vaginal, se dio inicio
con los hisopados. Para esto se coloc6 a la cobaya en decubito dorsal y con la ayuda
de un hisopo se realizé un barrido de la parte interna de la pared de la vagina. Una vez
tomada la muestra se procedidé a realizar la extension en un portaobjetos, luego se
dejo secar al aire libre. A continuacion, se introdujo la placa en un vial por 1segundo,
el cual contenia el reactivo 1 (Fijador metanol), esto por 5 veces consecutivas,
escurriendo el residuo al final del proceso. Este procedimiento
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se repitié con el reactivo 2 y 3 en ese orden, al final se lavé con agua destilada y se
dejo secar al aire libre. Las muestras fueron llevadas al laboratorio de biotecnologia

para su valoracion segun lo descrito por Dorsch et al., (2008).

Altrenogest oral diario |

MV CV; ME

Figura 1 Protocolo del experimento 1: dia O=inicio del protocolo, aplicacion de progesterona oral
(Altrenogest) hasta el dia 15. MV=valoracién diaria de la apertura de la membrana vaginal.

CV=citologia vaginal. ME= determinaciéon de monta efectiva.

» Etapa 2: Se busco establecer el momento de la monta y la ovulacién post retiro de
la progesterona oral. Este experimento fue la continuacién del experimento 1, por
lo tanto, se utilizaron los mismos animales de cada tratamiento.

Valoracion del apareamiento (monta)

A partir del dia en el cual se observé la apertura de la membrana vaginal se procedié
a introducir un macho en la jaula de cada tratamiento (7 hembras/jaula), esto por un
lapso de 1 hora, con el fin de observar si existia 0 no monta efectiva, el ingreso fue
a las 09h00.

Para determinar si la monta termind con una eyaculacidon se utilizdé las muestras
citolégicas que se tomaron concomitantemente. En las muestras se busco la

presencia de espermatozoides.
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Determinacién del dia de la ovulacion:

El dia de la ovulacion fue establecido mediante citologia vaginal de acuerdo a lo
descrito por Suzuki et al.,(2003), quienes indicaron que la determinacion de la

ovulacién se basa en la afluencia de los leucocitos en el frotis vaginal.

» Etapa 3: Determino el dia 6ptimo para la recuperacion de embriones producto de
celo fisiologico y monta natural, mediante la técnica de lavado de cuernos

uterinos post mortem.

Las cobayas que fueron cubiertas y que en el frotis tuvieron espermatozoides fueron
utilizadas en el ensayo 3. Una vez que cumplieron 2,5; 3,5 y 4,5 post-celo, dos
cobayas por cada momento (dias) fueron sacrificadas para poder recuperar el utero,

esto en cada uno de los tratamientos.

Recuperacion de embriones:

A los 2,5; 3,5 y 4,5 dias post celo se realizd la eutanasia de las cobayas de los 5
tratamientos de acuerdo a lo descrito por Ayala et al. (2017). Luego se obtuvo el utero
y los ovarios de las cobayas, para separar los cuernos uterinos y oviductos por

diseccion.

Para el lavado de embriones se introdujo en la parte anterior del cuerno uterino una
sonda vesical, luego se procedid a introducir solucion de lavado (PBS), se infiltro el
medio que permitié la capacidad de los cuernos uterinos y a posteriormente se
expulsé el medio por la parte final del cuerno. El liquido fue colectado en una placa
Petri y luego llevado para la busqueda de los embriones a un estereoscopio, para su

identificacion y valoracion.

Disefio experimental

El trabajo fue experimental, contd con 5 tratamientos los cuales llevaron dosis
diferentes de progesterona oral (Altrenogest). Se realizé6 un experimento con tres

etapas (fases), en la primera se analizé la aplicacion de Altrenogest (progesterona
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oral) como factor de sincronizacion el celo en la cobaya. En la segunda fase se valor6
el momento de la ovulacion y la monta efectiva de la cobaya en estudio y finalmente
se buscoé la presencia de estructuras (embriones), luego de un empadre fisiologico,

mediante un lavado uterino post-mortem.

Andlisis estadistico

Los datos seran procesados en Excel y analizados en el programa estadistico SPSS
version 25. Se realizaran estadigrafos principales de todas las variables. Se evaluara
la normalidad de los datos con la prueba de Shapiro Wilk. Se aplicara la prueba de
Chi cuadrado para analizar la relacion, entre la apertura de la membrana vaginal,
citologia vaginal y celo. La valoracién del numero de estructuras colectadas en los
dias 2,5; ,3,5 y 4,5 seran analizados mediante la prueba de ANOVA y sus medias

comparadas con Tukey al 5%.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Apertura de la membrana vaginal

El monitoreo diario de la membrana vaginal luego del retiro de la progesterona (dia
15) permitid establecer que dicha estructura el dia 15 se muestra visiblemente
cerrada, presentando un color rosado palido. Los siguientes dias segun se aproxima
el celo se exhibe cambios progresivos en cuanto a la coloracion pasando de un
rosado palido a rosado obscuro y la desaparicion de la misma el dia del celo (Imagen
5y 6). Entre los 3 a 4 dias la membrana vaginal empezé a cerrarse progresivamente
desde los pliegues y comisuras de la apertura vaginal hasta terminar en la parte

central (Imagen 7).

A W

Imagen 5: Visualizacién de la apertura de la membrana vaginal de una cobaya en su totalidad el

dia 2 posterior al retiro de la fuente de progesterona oral.

(Fuente: los autores)
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2o
i Al
Imagen 6: Cambios progresivos en la coloracion de
la membrana vaginal de una cobaya en el dia 4
post supresion del progestageno, con labios

vulvares iniciando el cierre de la misma.

(Fuente: los autores)

Imagen 7: Cierre progresivo de la membrana vaginal de una cobaya en el dia 5 post retiro de la

progesterona.

(Fuente: los autores)

Una vez tabulado los datos se determin6 que los tratamientos T1, T4 y T5,

presentaron un 100% de apertura de la membrana vaginal y los tratamientos 2 'y 3
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mostraron un 85,7% de apertura vaginal. Proporcionando un promedio general del
94,3% de cobayas que respondieron a la administracion de progesterona oral

(Altrenogest) en diferentes dosis durante 15 dias consecutivos.

El porcentaje de animales que presentaron apertura de la membrana vaginal en la
presente investigacion, guarda concordancia con los resultados descritos por
Grégoire et al. (2012), quienes evidenciaron un 93% de cobayas con apertura de la
membrana vaginal al utilizar progesterona oral (Altrenogest), en dosis de 0,22 mg/Kg
de peso; sin embargo, cuando utilizaron analogos de prostaglandina no se llegd a

evidenciar apertura vaginal.

La observacion diaria de la apertura vaginal a partir del retiro de la progesterona oral
(dia 15), permitio determinar que las cobayas de los tratamientos: T1 (1,9 + 0,34 dias)
y T2 (2,2 £ 0,17 dias) necesitaron dos en promedio para presentar apertura de la
membrana vaginal comparado con el tratamiento 5 (3,3 + 0,18 dias; P<0,05), que
necesito un dia adicional para la apertura de la membrana vaginal. Sin embargo, los
tratamientos: 3 (2,5 + 0,22 dias) y 4 (2,7 + 0,18 dias) presentaron valores similares a
losde T1, T2 y T5 (P>0,05).

Estos resultados nos permiten aseverar que la administraciéon de progesterona oral
(Altrenogest) por 15 dias consecutivos, seguido de la supresion de la misma, provoca
que las cobayas presenten celo (apertura de la membrana vaginal) en una ventana

de tiempo de 1-4 dias, con una media de 2,5 £ 0,13 dias.

Sin embargo, es importante considerar que la administracion de dosis altas de
progesterona oral (T1=0,33 mg/Kg de peso vivo) genera que las cobayas presenten
24 horas luego de la supresion de la hormona celo. En contraposicion dosis bajas
(T5=0,11 mg/Kg de peso vivo) si bien permite la presencia de celo, este se observa

48 horas posteriores a lo que se consigue con dosis altas de progesterona (Fig. 2).
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Figura 2 Media y error estandar del dia de la apertura de la membrana vaginal en las cobayas de los
diferentes tratamientos, en los 5 dias posteriores al retiro de la administracion de la progesterona oral
(Altrenogest). T1=0,33mg/kg; T2=0,28mg/kg; T3=0,22mg/kg; T4=0,17mg/kg; T5=0,11mg/kg. Prueba
de Tukey al 5%. *=diferencia estadistica entre tratamientos. Correlacién de Pearson r=0,66; P<0,05.

Para determinar el dia del celo se utilizé el principio de la citologia vaginal y las
caracteristicas que las células presentan principalmente en estro en la cual se
observan mas del 50% de células superficiales (Imagen 8), anucleadas (Arcila et al.,
2019). Al analizar los resultados obtenidos de las citologias se establecié que las
cobayas del tratamiento 1 llegaron a presentar un 50% de células superficiales
anucleadas el dia 1, los animales de T2 llegaron a ese porcentaje en el dia 2 y los de

T3, T4y T5 en el dia 3 post-retiro de la progesterona (Fig. 3).
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Imagen 8: Fotografia de células superficiales anucleadas observadas al microscopio posterior a la
realizacion del frotis vaginal en una cobaya en el dia 2 post suspension de la fuente de

progesterona.

(Fuente: los autores)

La combinacion del dia de apertura de la membrana vaginal y el dia en el que se
presento el 50% o mas de células superficiales anucleadas en las citologias vaginales
confirma que los animales que recibieron dosis altas (T1=0,33 mg/Kg) presentaron

celo 24 horas post-retiro de la hormona.
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Figura 3: Media y error estandar de las células superficiales observadas mediante citologia vaginal

durante los cinco dias post-retiro de la administracion de la progesterona oral. Tukey al 5%.

En el estudio se consider6 como monta efectiva al dia anterior en el cual se observo
espermatozoides en los frotis vaginales que se tomo todas las mafianas a la misma

hora.

Al analizar los resultados se determind que el tratamiento 1 (1,86 = 0,26 dias) y 2
(2,17 £ 0,17 dias) necesitaron similares dias para la monta efectiva (P>0,05. Fig. 4).
Al aplicar dosis altas de progesterona se obtuvieron resultados similares a los
establecidos por (Grégoire et al., 2010) quienes, describen que todas las hembras
utilizadas en su estudio presentaron sintomas de estro 5 dias después de interrumpir
el tratamiento en el que también utilizaron Altrenogest. Sin embargo, hay otros
autores que mencionan que las hembras recibieron copula el mismo dia que
mostraron apertura vaginal y unas pocas necesitaron 2 horas adicionales para la

monta efectiva (Norris & Adams, 1979).
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Figura 4: Mediay error estandar del dia de la monta en las cobayas de los diferentes tratamientos, en
los 5 dias posteriores al retiro de la administracion de la progesterona oral (Altrenogest).
T1=0,33mg/kg; T2=0,28mg/kg; T3=0,22mg/kg; T4=0,17mg/kg; T5=0,11mg/kg. Prueba de Tukey al
5%. *=diferencia estadistica entre tratamientos.
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Los resultados del dia del celo y la ovulacion fueron analizados en forma general (Fig.
5) en la totalidad de las cobayas en estudio y se observé que tres dias posteriores al
retiro de la progesterona las cobayas entraron en celo en promedio, esto determinado
por la presencia de mas del 50% de células superficiales anucleadas observadas en
las citologias vaginales. Ademas, se observo que 48 horas post-celo, en los frotis se
encontré la presencia de neutrofilos en porcentajes superiores al 50%, lo cual fue un
indicativo de que las cobayas ovularon (Fig. 5). Estos resultados concuerda con los
valores determinados por Grégoire et al. (2012), quienes aplicaron 0,1 ml de
Altrenogest por 15 dias y observaron ovulacion entre el 4-5 dia post-retiro de la

hormona.

Neutrofilos
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N
o

Figura 5: Media y error estandar de las células superficiales y los neutrofilos observados mediante
citologia vaginal durante los cinco dias post-retiro de la administracion de la progesterona oral. Tukey

al 5%. ab=diferencia entre dias

Al organizar los datos del dia de la ovulacion por cada tratamiento se determind que
el tratamiento 1 presentd neutrofilos en porcentajes altos a partir del dia 3
diferencidandose de los tratamientos 2, 3, 4 y 5 a partir de ese dia. Sin embargo, los
valores de neutrofilos en los tratamientos 2, 3, 4 y 5 al 5 dia demuestra valores

indicativos de que se produjo la ovulacién (Fig. 6).
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Figura 6: Media y error estandar de los neutrofilos observadas mediante citologia vaginal durante los

cinco dias post-retiro de la administracion de la progesterona oral. Tukey al 5%.

Determinacion del dia 6ptimo para la recuperacion de embriones después de

la monta natural de las hembras sometidas a un protocolo de sincronizacion

Alos dias 2,5; 3,5y 4,5 post-monta fueron eutanaseadas dos cobayas por tratamiento
(T1; T2; T3, T4 y T5S). Luego se recupero el utero y se realizd el lavado del mismo

para recuperar los embriones que estuviesen en los cuernos uterinos.
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Imagen 9: Sonda vesical utilizada para colecta de embriones en cobayas

(Fuente: los autores)

Al lavar los cuernos uterinos de las 10 cobayas sacrificadas el dia 2,5 post-monta
no permitié la recuperacion embriones ni estructuras. Iguales resultados obtuvimos
al lavar uteros de cobayas 3,5 dias post-monta. Sin embargo, en dos de las 10
cobayas sacrificadas el dia 4,5 post-monta se logro recuperar una estructura con dos
células, dos embriones en estadio de moérula calidad 2 (Fig. 7, Fig. 8 y Fig. 9).
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Imagen 10: Estructura con dos células (blastémeras)

Imagen 11: Mérula, calidad 2

Imagen 12: Mérula, calidad 2
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Los resultados de la colecta de embriones producto de una fecundacién por monta
natural sin estimulacion ovarica fueron inferiores a los obtenidos por (Dorsch et al.,
2008), quienes colectaron embriones de los oviductos y cuernos uterinos, producidos
en forma fisiologica los dias 2,5; 4,5 y 6,5 post-monta de la progesterona oral y
obtuvieron (1,73 £0,24; 1,0 £ 0,41y 1,8 £ 0,8 embriones) de 44 cobayas.

De los resultados obtenidos de la colecta de embriones se determind que al realizar
el lavado de los cuernos uterinos de la cobaya y excluir de este proceso a los
oviductos, se provoco que en los primeros dias de colecta (2,5 y 3,5 dias) no se hayan
obtenido estructuras en los lavados. Sin embargo, en el lavado del dia 4,5 si se

obtuvieron embriones lo cual fortalece la tesis mencionada.

Ademas, se considera pertinente en futuros ensayos el considerar dia cero al dia
en el cual se obtuvieron espermatozoides en el frotis vaginal y no el dia de la apertura
de la membrana vaginal, ya que esto podria haber contribuido a que en los lavados

del dia 2,5 aun no se habria producido ni la fecundacion.
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6. CONCLUSIONES

» Dosis altas de progesterona oral (0,33 mg/kg de peso corporal/dia)
administrada durante 15 dias consecutivos, es mas efectiva en la
sincronizacion del celo, comparado con las cobayas que recibieron dosis bajas
(0,11 mg/kg)

= La presencia de 250% células superficiales anucleadas, coincide con la
apertura de la membrana vaginal y la presencia del celo.

= Los animales tratados con dosis altas de progesterona necesitan 24 horas
post-celo para ser receptivas al macho (monta). Y la ovulacion se produce 48
horas post-celo.

= Alos 4,5 dias post-celo fue el momento que se pudo recuperar embriones de

los cuernos uterinos.

7. RECOMENDACIONES

= Reestructurar la metodologia de colecta de embriones considerando el dia
cero al dia de la ovulacion.

= Buscar alternativas para realizar el lavado de los oviductos para una mejor
valoracion de la recuperacion de embriones en esta especie.

» Realizar estudios de dinamica folicular y desarrollo embrionario in vivo.
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