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Resumen

El objetivo de este estudio fue evaluar la influencia del ciclo lunar (CL) sobre las
concentraciones séricas de progesterona y estradiol, y el recuento folicular en cobayas.
Ochenta cobayas nuliparas, de 3-3,5 meses de edad y un peso de 1061 + 90 g fueron
asignadas aleatoriamente a cuatro puntos temporales (n=20 cada uno; 5 animales por
fase durante 4 CL consecutivos) del CL: luna nueva (LN); cuarto creciente (CC); luna
llena (LL); cuarto menguante (CM). Los animales estuvieron en ayunas durante 12 horas
y fueron anestesiados con sevoflurano. En estado inconsciente, se tomaron muestras
de sangre por puncion cardiaca y los animales fueron sacrificados inmediatamente por
dislocacién cervical. Se extrajeron y pesaron los ovarios, y uno de ellos se procesoé
histologicamente. Se contaron las diferentes categorias de foliculos en el ovario entero
por duplicado (dos cortes separados por 250 um) bajo un estereoscopio. Las
concentraciones de progesterona y estradiol se cuantificaron por quimioluminiscencia.
Los datos se analizaron mediante el modelo lineal general y la prueba de medias del
altimo cuadrado de SAS. El peso ovarico y el indice gonadosomatico no se vieron
influidos por la fase lunar. El CL influyd en las concentraciones séricas de progesterona
(P=0,0489) y estradiol (P<0,0001). La progesterona fue mayor (P<0,05) en LN (5 + 0,7
ng/ml) que en LL (2,6 £ 0,7 ng/ml) y CM (3,1 + 0,7 ng/ml). El estradiol fue mayor
(P<0,0001) en LN (86,8 + 3 pg/ml) que en CC (71,7 = 2,9 pg/ml), LL (77,1 = 2,9 pg/ml) y
CM (70,3 £+ 3 pg/ml). El CL afect6 al niumero (P=0,0005) y al porcentaje (P=0,0014) de
foliculos antrales grandes (FAG). El numero de FAG fue mayor en LN (3,0 = 0,49) que
en CC (2,0 £ 0,48; P>0,05), LL (0,6 + 0,46) y CM (0,8 + 0,49) (P<0,01). El nimero
(P=0,0019) y el porcentaje (P=0,0013) de foliculos primordiales (FP) se vieron influidos
por la fase lunar, con valores mas bajos en el nimero de FP en CM (13,3 + 1,7) que en
LN (18,8 £1,6), CC (20,3 +1,6) y LL (22,5 + 1,5) (P<0,01). En conclusién, el CL influyé
en las concentraciones circulantes de esteroides ovaricos y en las proporciones de

foliculos antrales grandes y primordiales en cobayas.
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Abstract

This study aimed to assess the influence of the lunar cycle (LC) on serum progesterone
and estradiol concentrations, and follicular count in guinea pigs. Eighty nulliparous
guinea pigs, aged 3-3.5 months and weighing 1061+90 g were randomly assigned to
four time points (n=20 each; 5 animals per phase for 4 consecutive LCs) of the LC: new
moon (NM); crescent quarter (CQ); full moon (FM); waning quarter (WQ). Animals were
fasted for 12 hours and anesthetized with sevoflurane. In an unconscious state, blood
samples were taken by cardiac puncture and the animals were immediately euthanized
by cervical dislocation. Ovaries were removed and weighed, and one of them was
histologically processed. Different categories of follicles in the whole ovary were counted
by duplicate (two slices separated by 250 um) under a stereoscope. Progesterone (P4)
and estradiol (E2) concentrations were quantified by chemiluminescence. Data were
analyzed by the general lineal model and the last square means test of SAS. Ovarian
weight and gonadosomatic index were not influenced by moon phase. LC influenced
serum P4 (P=0.0489) and E2 (P<0.0001) concentrations. Progesterone was greater
(P<0.05) in NM (5 + 0.7 ng/ml) than in FM (2.6 = 0.7 ng/ml) and WQ (3.1 = 0.7 ng/ml).
Estradiol was greater (P<0.0001) in NM (86.8 + 3 pg/ml) than in CQ (71.7 + 2.9 pg/ml),
FM (77.1 + 2.9 pg/ml) and WQ (70.3 £ 3 pg/ml). LC affected the number (P=0.0005) and
percentage (P=0.0014) of large antral follicles (LAF). Number of LAF was greater in NM
(3.0 £ 0.49) than in CQ (2.0 + 0.48; P>0.05), FM (0.6 + 0.46) and WQ (0.8 + 0.49)
(P<0.01). The number (P=0.0019) and percentage (P=0.0013) of primordial follicles (PF)
were influenced by moon phase, with lower values in the number of PF in WQ (13.3 +
1.7) than in NM (18.8 + 1.6), CQ (20.3 + 1.6) and FM (22.5 £ 1.5) (P<0.01). The number
of corpora lutea and other follicular categories were similar among lunar phases. In
conclusion, LC influenced circulating concentrations of ovarian steroids and the

proportions of large and primordial antral follicles in guinea pigs.
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Introduccién

La cobaya o cuy, es una especie que habita en paises andinos principalmente
en Bolivia, Pert, Ecuador y Colombia. Esta especie se caracteriza por ser poliéstrica
continua, el ciclo estral tiene una duracién media de 16 dias, pero puede variar de 13 a
21 dias (Hargaden & Singer, 2012). Este animal a lo largo de la historia se ha convertido
en un animal experimental dentro del ambito cientifico, mismo que ha logrado avances

importantes para la ciencia y para la humanidad (Usca et al., 2022).

Existen evidencias del efecto de la luna sobre algunos eventos biolégicos en los
humanos y animales como aves, insectos, peces y ratas (Zimecki, 2006); diferentes
investigaciones han demostrado variaciones relevantes de la actividad reproductiva de
los animales por influencia de las fases de la luna, no obstante, es necesario realizar
mas investigaciones para explicar los mecanismos exactos de esta influencia
(Pichazaca & Zhirzhan, 2023).

El ciclo lunar tiene cuatro fases: luna nueva (LN), cuarto creciente (CC); luna
llena (LL) y cuarto menguante (CM). La luna, tarda 29 dias 12 h 44 minutos y 3
segundos (29,52 dias) en completar un giro completo alrededor de la tierra. Durante
este movimiento, y de acuerdo a su posicién relativa con respecto al sol, la luna varia el
porcentaje de luz que refleja. Segun la posicion de la luna en su 6rbita, ejerce influencia
sobre el campo gravitacional y electromagnético de la tierra (Chakraborty, 2014). Se ha
descrito la influencia del ciclo lunar en la reproduccidn, sobre todo en animales de granja
[bovinos: (Aguirre et al., 2021); porcinos: (Chinchilla et al., 2018); caprinos: (El-
Darawany et al., 2021)].

Palacios & Abecia (2014), realizaron un estudio con el objetivo de “determinar el
efecto de la fase lunar en el momento de la inseminacion sobre la fertilidad, prolificidad
y fecundidad en ovejas”. Para lo cual realizaron 2724 inseminaciones artificiales (1A) tras
la deteccion natural del estro (celo) mediante carneros vasectomizados o por tratamiento
hormonal de ovejas. Churra demostraron la influencia de la fase lunar sobre la tasa de

concepcion, mostrando una interaccion significativa con el tipo de estro.

En el caso de los insectos, algunos estudios realizados en animales expusieron
que el ciclo lunar puede afectar los cambios hormonales en las primeras etapas de la
filogénesis. Un experimento realizado en abejas revel6 un ritmo de 29,5 dias con
respecto a los esteroides vy triacilgliceroles en la hemolinfa de los antéfilos, de igual
manera el peso corporal de las abejas alcanz6 su maximo nivel en la luna nueva
(Mikulecky & Bounias, 1997).
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En las aves, se ha expuesto que durante la fase de luna llena los niveles de
melatonina y corticosterona disminuyen. De manera similar ocurre en los piqueros de
Nazca, las concentraciones de melatonina disminuyen durante la luna llena, lo que
indica que los niveles de luz natural durante la noche pueden omitir la secrecién de

melatonina (Bennie et al., 2014).

En base a la informacion limitada sobre el efecto del ciclo lunar sobre la
reproduccion en cobayas, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto del ciclo

lunar en algunas caracteristicas morfolodgicas y funcionales del ovario en cobayas.
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar el efecto del ciclo lunar en algunas caracteristicas morfolégicas y

funcionales del ovario en cobayas.
Objetivos especificos

o Cuantificar el contenido de progesterona y estradiol en suero en
cuatro momentos del ciclo lunar.

o Determinar el efecto del ciclo lunar sobre el peso del ovario y
namero de foliculos antrales y no antrales.

o Evaluar si el ciclo lunar afecta la expresion génica de los

receptores de melatonina, IGF-ly LH en el ovario.
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Marco teorico
1. El cobayo
1.1. Caracteristicas filogenéticas

El cuy (cobayo o curi) es un mamifero roedor originario de la zona andina de
Bolivia, Colombia, Ecuador y Peru. La division taxondmica para los conejillos de indias

domesticados es la siguiente:

Tabla 1. Division taxonémica del cobayo

Reino: Animal
Filo: Cordados
Clase: Mamiferos
Orden: Rodentia
Suborden: Hystricomorpha
Familia: Caviidae
Subfamilia: Caviinae
Geénero: Cavia
Especie: Cavia porcellus

Fuente: Adaptado de Wagner (1976).

1.2 Importancia del cobayo en la investigacién cientificay en la produccién

animal

El cobayo es un excelente biomodelo animal que permite el estudio de la
reproduccion tanto en humanos como en la mayor parte de animales domésticos debido
a que cuenta con un completo ciclo estral, caracteristica que los diferencia de otros
roedores (Suzuki et al., 2002).

Su docilidad, disponibilidad, junto con la facilidad de mantenimiento y la base de
datos de investigacion existente acerca de los pardmetros fisiolégicos han aportado al

uso del cobayo de forma generalizada en la investigacion (Pritt, 2012).

Diversas investigaciones han empleado a los conejillos de indias, ejemplo del

aporte de estos animalitos a la ciencia se evidencia en el desarrollo del antisuero contra
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la difteria en 1901, el descubrimiento del antibidtico estreptomicina en 1952 y el
descubrimiento del mecanismo involucrado en la estimulacion de la céclea en 1961,
entre otros (Pritt, 2012).

A lo largo de la historia, los cobayos se han empleado en diferentes niveles de
investigacion, como, por ejemplo: audicién, alergias, enfermedades infecciosas,
genética, nutricion e inmunologia (Pritt, 2012). ElI cobayo es un organismo modelo
especial para las pruebas de vacuna y toxicologia debido a que sus genes
inmunoldgicos son mas similares a los de los humanos en comparacion con los genes
del ratén (Guo et al., 2012).

El cuy constituye un producto alimenticio de alto valor nutricional que contribuye
a la seguridad alimentaria de la poblacién rural de escasos recursos. Los pueblos
preincas mantenian una relacion amplia con los cobayos debido a su alto valor proteico
y bajo nivel de grasa, también se asociaba a un valor cultural-espiritual que se mantiene
hasta la actualidad (Avilés et al., 2014). Ademas del uso como mascota, es un animal
de exhibicion y cumple un papel importante al ingreso familiar de algunos paises de
Latinoamérica (Landi et al., 2014).

2. Anatomia del aparato reproductor de la cobaya

El aparato reproductor de la hembra (cobaya) desde la parte externa a interna
esta conformado por: vulva, orificio vaginal, vagina, Utero, cuernos uterinos, oviductos y
un par de ovarios (Quesenberry, 1994). El ligamento ancho sostiene a las estructuras
internas fijandolas a la cavidad abdominal y también al borde anterior de la cavidad

pélvica en la cobaya (Hargaden & Singer, 2012).
2.1. Vulva

Esta estructura externa esta ubicada cerca del ano, tiene la forma de una Y,
ventralmente existen dos labios pequefios que forman el orificio vaginal y dorsalmente
se encuentra el clitoris. La vulva tiene un diametro que puede llegar medir

aproximadamente hasta 25 mm (Obregén, 2009).
2.2. Orificio vaginal y vagina

La vagina es un conducto muscular fibroelastico que mide entre 30 y 40 mm de
largo. Esta ubicado en la cavidad pelviana y ventral a este, se encuentra la vejiga. La

vagina es el sitio de deposito de semen del reproductor durante el apareamiento,
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ademas cumple con la funcién de permitir el paso de las crias durante el parto (Borodina,
2023). El orificio vaginal de la cobaya a diferencia de otros roedores se encuentra
cubierto por una membrana epitelial, esta membrana se rompe durante el parto y en la
fase del estro, sin embargo, se caracteriza por reconstituirse después de estas etapas
(Solis & Chavez, 2015).

2.3. Utero y cuernos uterinos

La cobaya tiene un Utero bicorneo cuya funcién es la retencion fetal, alimentacion
del embrién y posteriormente del feto, durante la etapa de prefiez, igualmente previene
la contaminacién microbiana del Gtero (Graham et al., 2001). El cuerpo del Gtero tiene
una forma aplanaday corta. Los cuernos uterinos tienen la forma de “V” con una longitud
de 37 mm y sus paredes internamente se encuentran cubiertas por una mucosidad
denominada endometrio, esta mucosa tiene como funcién producir sustancias nutritivas
mismas que alimentaran al cigoto hasta que se convierta en feto (Fernandez et al.,
2018).

2.4. Oviductos

Denominados también trompas de Falopio o uterinas, son tubos delgados y
flexibles que se comunican con el Gtero, miden aproximadamente 57 mm de longitud y
1,5 mm de diametro. El oviducto se divide en tres partes: infundibulo, ampolla e istmo
(Bermeo & Guaman, 2022). Los oviductos cumplen funciones fundamentales como:
transporte de los gametos (Gvulos y espermatozoides), es el sitio de fertilizacion, permite
la capacitacion de los espermatozoides, el transporte del embrién hacia el Utero para su

posterior implantacién y desarrollo del feto (Truijillo, 1996).
2.5. Ovarios

Los ovarios son los érganos principales en la reproduccion de las cobayas,
anatdbmicamente estan situados en la cavidad abdominal. El ovario derecho se
encuentra ubicado caudal y lateral al rifidn derecho, mientras que, el izquierdo esta
craneal y lateral al rifion izquierdo. Los ovarios pesan entre 50 y 150 mg. Sin embargo,
el tamafio de estos 6rganos depende de la edad y la etapa reproductiva del animal
(Hargaden & Singer, 2012). Los ovarios son pequefios, semejantes a un frijol, de forma
ovoide y de color blanco amarillento. Cada ovario esta irrigado por vasos sanguineos
gue proceden de la arteria ovarica y la arteria uterina, y contiene vasos linfaticos, nervios

parasimpaticos y simpaticos (Figura 1). Los ovarios en las cobayas se caracterizan por
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tener una actividad funcional que comienza en la pubertad y persiste durante todos los
ciclos reproductivos. Los ovarios cumplen con dos funciones primordiales, una funcion
exocrina que es la produccion de gametos femeninos (ovocitos) y la enddécrina, sintesis
de hormonas como: estrégenos, progesterona, relaxina, oxitocina e inhibina (Dos
Santos et al., 2016).

s .
Opening of infundibulum Infundibulem

Uterine horn
Muscle bundle striations
Uterine velum
Uterine body
Velum
Cervix Cervix
Cervical os Longitudinal fold in cervical canal
) Cervical os
Vagina

Section
Through
Cervix

Vaginal orifice

Figura 1. Aparato reproductor de la cobaya. Fuente: Adaptado de Hargaden & Singer
(2012).
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3. Fisiologiareproductiva de la cobaya
3.1. Ciclo estral

El ciclo estral presenta una fase folicular y una fase latea. La primera fase es el
periodo de rapido desarrollo folicular que comienza con la regresion del cuerpo lateo del
ciclo anterior y termina con el estro y la ovulacién de uno o mas foliculos. La fase latea
se extiende desde la formacién de los cuerpos liteos después de la ovulacién hasta su

regresion al final del ciclo (Nowak, 2018).

El ciclo estral tiene una duracion media de 16 dias, pero puede variar de 13 a 21
dias. El ciclo estral esta conformado por 4 fases, durante las cuales acontece una serie
de cambios a nivel de las estructuras ovaricas y en la concentracion hormonal de la

cobaya (Hargaden & Singer, 2012).

El proestro comprende de 1 a 1,5 dias, y presenta signos de rotura a nivel de la
membrana de cierre vaginal e hinchazon de la vulva. La hembra tiende a balancear sus
cuartos traseros y emitir sonidos guturales caracteristicos. Ademas, existe un aumento
de actividad y persecucion a sus comparfieros de jaula (Sisk, 1976). Durante esta etapa
los foliculos crecen y maduran hasta convertirse en foliculos de Graaf (Herington et al.,
2018).

El estro tiene una duracion de 6 a 11 horas (Quesenberry et al., 2012) y ocurre
de manera constante en el transcurso de la noche (Hargaden & Singer, 2012). Durante
esta fase se presenta la vagina hinchada, secrecion de moco, congestion y muestran
reflejo copulador o lordosis. En cobayas adultas, la membrana vaginal se presenta
abierta por 2 dias aproximadamente durante el estro y se cierra luego de la ovulacion
(Quesenberry et al, 2012). La ovulacibn ocurre de manera espontanea Yy
aproximadamente a las 10 horas finales del estro. En el frotis vaginal se observa células
epiteliales cornificadas (Hargaden & Singer, 2012). Se reconoce por la presencia de

cuerpo lateo recién formado y la ausencia de foliculos de Graaf (Herington et al., 2018).

La duracion del metaestro es de 3 dias aproximadamente y comprende 3 etapas:
la inicial se caracteriza por secreciones espesas de la vagina y congestion de los vasos
del utero y de la vagina, la siguiente etapa esta caracterizada por fluido vaginal seroso
y un aumento de la congestién a nivel de los vasos, y la ultima, por presencia de
descamaciones a nivel del epitelio uterino y vaginal lo que provoca leve secrecion de

sangre (Hargaden & Singer, 2012). En esta fase las células liteas comienzan a producir
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progesterona. La actividad funcional del cuerpo liteo comienza al final del metaestro y

continta hasta el final del diestro (Herington et al., 2018).

El diestro se distingue porque no existe congestién de los vasos, ni secrecion a
nivel de la vagina y tiene una duracion de 11 a 12 dias (Hargaden & Singer, 2012). El
cuerpo lateo estd en completa funcionalidad debido a que secreta grandes cantidades
de progesterona. Si no existe la fertilizacion, el cuerpo lateo sufrira una regresién
(lutedlisis) y la hembra entrard en proestro para comenzar con un nuevo ciclo. La
lutedlisis se produce debido al aumento de las cantidades de prostaglandina F2a
provenientes de las células epiteliales del Gtero, y esto a su vez se produce en respuesta

a la oxitocina (Nowak, 2018).

3.2. Estructuras funcionales ovaricas y hormonas gonadales en la cobaya

Los ovarios de las cobayas cumplen con un rol importante en la reproduccion,
puesto que, ademas de producir ovocitos, tienen la funcién de secretar dos hormonas
sexuales fundamentales que son los estrégenos y la progesterona (Solorzano & Sarria,
2014).

El proceso gonadal surge en base a su control genético, es decir en primera
instancia debe haber una diferenciacion sexual, en el caso de los ovarios para su
formacion, requieren la migracion de las células germinales primordiales provenientes

desde el saco vitelino hasta llegar a la cresta genital (Portelli, 2013).

Durante la fase del estro del ciclo estral de las cobayas, se secretan
principalmente los estrogenos (E2) por las células de la granulosa. Esta hormona
favorece el crecimiento y desarrollo de los caracteres sexuales femeninos, los
estr6genos son los responsables del comportamiento del celo en la cobaya. La
progesterona es secretada por las células luteinicas presentes durante las fases del
metaestro y diestro del ciclo estral, esta hormona también es secretada por la placenta.
La progesterona estimula el desarrollo de las glandulas uterinas, influye a nivel del
endometrio para que sea receptivo al cigoto para su implantacién y ayuda a mantener
la prefiez. Estas dos hormonas tienen en comun la funcion de estimular el desarrollo de

la glandula mamaria (Eurell, 2004).

El crecimiento y maduracién de los foliculos y la liberacion de los estrégenos
(E2) estan bajo el control de las hormonas gonadotréficas pituitarias, que son: la
hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH). Los ovarios al

secretar los estrégenos, provoca un pico de LH durante el dia del celo induciendo asi al
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proceso de ovulacién. De igual manera, con el incremento de la LH, empieza la
formacion del cuerpo lateo (CL), que ocurre cuando los receptores de las células de la
pared folicular se rompen e inicia la etapa de luteinizacion y secrecion de progesterona
(P4). En el caso de una prefiez, el CL persiste como el cuerpo liteo de gestacién y por
ende la secrecion de esta hormona. En los Ultimos estadios de prefiez, la progesterona
ademas de ser secretada por el cuerpo lateo también es liberada por la placenta para
mantener la prefiez hasta el momento del parto. Caso contrario, al no existir una prefiez,
ocurrird regresion del cuerpo luteo que es provocado por el factor luteolitico, la hormona

prostaglandina F2a secretada por la células del endometrio uterino (Pino, 2015).

4. Mecanismo enddcrino que regula la ciclicidad reproductiva de la cobaya

El eje hipotalamo-hipdfisis-gonadal es el encargado de controlar los cambios
morfolégicos y hormonales de estos roedores al igual que en otros mamiferos (Caligioni,
2009). A nivel del hipotalamo se encuentra la hormona liberadora de gonadotropina o
GnRH, que se libera y llega a la adenohipdfisis, lugar en el cual las células gonadétropas
son estimuladas con la finalidad de secretar dos hormonas: la FSH y LH. Estas
hormonas cumplen diferentes funciones como la estimulacion del ovario, promueven el

crecimiento de los foliculos, la formacion del cuerpo luteo y la ovulacién (Levine, 2015).

5. Rol de la melatonina (MLT) en la regulacion reproductiva de los mamiferos

La melatonina también denominada N-acetil-5-metoxitriptamina es una hormona
enddcrina anfifilica presente en los animales, plantas y en el ser humano. Esta hormona
se aisl6 por primera vez de la glandula pineal bovina (Lerner, 1958). La melatonina es
un derivado del triptéfano que luego se convierte en serotonina por accién de la N-
acetiltransferasa, para luego convertirse en N-acetilserotonina y por accion de la
hidroxiindol-o-metiltransferasa es convertida a melatonina la cual es secretada por la
glandula pineal, que posteriormente es liberada al torrente sanguineo de los animales.
Estudios realizados informan que esta hormona también se encuentra a nivel de la
retina, a nivel del sistema digestivo de los vertebrados y a nivel de los ovarios (Hasan et
al., 2014).

Las hembras mamiferas se categorizan en poliéstricas estacionales como la
yegua, cabra y oveja, mismas que son influenciadas por el fotoperiodo y por
mecanismos fisiol6gicos en los que participa la melatonina. Mientras que la cobaya y

otras especies, como la bovina, son poliéstricas continuas (Aldas, 2008).
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La funcionalidad de la melatonina en la reproduccion inicia con la captacion de
la luz a través de la retina, que se transmite mediante una sefial neural a través del
ndcleo supragquiasmatico, el ndcleo paraventricular y el ganglio cervical superior hasta
llegar a la glandula pineal. Luego, la glandula pineal transduce esa sefal neural a una
enddcrina mediada por la melatonina (Figura 2). Esta hormona actla como un
neurotransmisor que al desbloquear el eje hipotalamo-hipéfisis-ovario provoca la
liberacion de las hormonas FSH y LH, estas hormonas regulan el crecimiento y
desarrollo folicular, la formacién del cuerpo IUteo y la ovulacion (Goodman & Inskeep,
2015).

- [TripTOFANO |

Pinealocito 1 Triptéfano-hidroxilasal

5 hidroxitriptéfano

S-hidroxitriptéfano-hidroxilasa

4

5 hidroxitriptamina (SEROTONINA)

N-Acetil-transfera
N-Acetil serotonina
Hidroxi-indol-o-metiltransfera:

.<—i MELATONINA |

HIPOTALAMO

Figura 2. Sintesis de melatonina en los animales. Fuente: Adaptado de Goldman
(2001).

En los animales con reproduccion poliéstrica estacional (cabra, oveja, yegua y
gata), las concentraciones plasméticas de melatonina llegan a su pico mas alto ante la
presencia de menos luminosidad, es decir, en los dias cortos y durante la noche (Abecia
et al., 2012).

En base a estudios realizados, hasta ahora se han descrito 2 tipos de receptores
de melatonina de membrana acoplados a proteinas G, MT1 y MT2 (Nosjean et al.,
2000). También se ha logrado identificar un tercer tipo de receptor de melatonina el MT3,

que corresponde a la quinona reductasa 2 (Barrett et al., 2003). El receptor de
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melatonina MT1 se encuentra en la pars tuberalis de la hipdéfisis y en el nucleo
supraquiasmatico del hipotalamo y el receptor MT2 se encuentra principalmente en la
retina (Revel et al., 2009).

En base a estudios realizados se ha demostrado que la melatonina interviene en
la contractilidad uterina en roedores (Mouijir et al., 1990). El receptor MT1 se ha descrito
en el miometrio de rata. Revel y colaboradores (2009) mencionan que la contractilidad

uterina disminuy6 de manera espontanea e inducida mediante oxitocina.

La melatonina a través de sus receptores regula la actividad reproductiva de
numerosas especies de animales; entre ellas, esta involucrada en la gametogénesis, la
calidad de los gametos, los ritmos reproductivos, funcion enddécrina y desarrollo

embrionario (Guo et al., 2012).

La melatonina tiene la funcion enddcrina de otros ritmos dependientemente de
la luz, es decir, patrones circadianos en distintas especies de vertebrados. Ciertos
autores manifiestan que, esta hormona es un elemento esencial de los mecanismos
biol6gicos relacionados con la luna, puesto que, la melatonina es sensible a la luz, y se

sintetiza en la oscuridad (Andreatta & Tessmar, 2020).

6. Caracteristicas histoldgicas del ovario

Felipe & Masson, (2005) reportaron que histolégicamente el ovario en roedores
histricomorfos se encuentra recubierto por un epitelio de revestimiento con una capa
simple conformada por células planas o clbicas que tienen citoplasma aciddfilo y
ndcleos ovales o redondos. La médula se forma de tejido conectivo, fibras que se dirigen
en distintas direcciones y fibras elasticas. La corteza se conforma de fibras conectivas

dispuestas de manera perpendicular hacia la superficie.

Al-Saffar & Al-Ebbadi (2019), encontraron que microscopicamente, las cobayas
adultas presentan ovarios cubiertos por epitelio cuboide simple formando el epitelio
germinal, este epitelio no se encuentra a nivel del hilio del ovario, donde los vasos
sanguineos ingresan o salen del érgano. La tanica albuginea representada por una capa
de fibras irregulares y densas de tejido conectivo colageno se localiza por debajo del

epitelio germinal.

La corteza muestra varios tipos foliculares que se encuentran distribuidos entre
la tinica albuginea y el interior del 6rgano, con muchos tabiques finos de tejido conectivo
interfolicular (Figura 3). El estroma de tejido conectivo colageno denso e irregular forma

la parte interna de la médula y se encuentra lleno de vasos sanguineos. Estos vasos
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sanguineos recorren a través del hilio hasta la médula, donde intervienen muchas ramas
con tejido conectivo que corre entre los foliculos. Alrededor de los foliculos grandes

existe un rico suministro de sangre (Al-Saffar & Al-Ebbadi, 2019).

Figura 3. Corteza y médula, hilio y mesovario del ovario. Fuente: Adaptado de Al-
Saffar & Al-Ebbadi (2019).

7. Determinacion del ciclo estral mediante citologia vaginal

La citologia vaginal es una técnica que permite determinar las diferentes fases
del ciclo estral. Segun Lilley et al. (1997), en el examen citologico vaginal encontraron
en el estro predominancia de células escamosas superficiales no nucleadas. En el
metaestro observaron una mezcla de: células escamosas superficiales no nucleadas
(nn), células escamosas superficiales nucleadas (n) y células parabasales; esta fase se
caracterizo por presentar una cantidad elevada de neutréfilos polimorfonucleares. En el
diestro se identificaron principalmente células parabasales y neutrdfilos
polimorfonucleares y finalmente, en el proestro, se encontraron sobre todo células
escamosas intermedias, también observaron células escamosas superficiales no
nucleadas y células escamosas superficiales nucleadas y parabasales, y disminuyo la
cantidad de neutrdfilos polimorfonucleares. En la tabla 2, se muestra la clasificacién de
la fase estral segun los tipos de células con sus respectivas frecuencias, las cuales
fluctban entre 1+ (0 a 10%) y 4+ (80 a 100%).
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Tabla 2. Tipos de células segun la fase estral mediante citologia vaginal

Tipos de células
Células Células Células Leucocitos
Fase escamosas | escamosas | parabasales | polimorfonucleares
superficiales | intermedias
Proestro | 4+ 1+ 1+ 1+
Estro 2+ a4+ nn 1+ 1+ a2+ 2+ a4+
Metaestro | 1+ 1+ 2+ a 3+ 2+ a 3+
Diestro 1+ a2+nn 2+ a3+ 1+ a2+ 1+
l+az2+n

Fuente: Adaptado de Lilley et al. (1997).

8. Foliculogénesis

Un proceso que precede a la foliculogénesis es la ovogénesis, se define como
el proceso de formaciéon de los ovocitos mediante division meidtica durante la etapa
embrionaria. La cobaya posee células germinales de 23 cromosomas que al unirse con

el otro gameto forman un embrién con 46 cromosomas (Ortiz et al., 2003).

La foliculogénesis es similar a la foliculogénesis humana, este proceso se refiere
a la formacién, desarrollo y diferenciacion de los foliculos ovéricos, estos foliculos son
estructuras que a medida que avanza su estadio de desarrollo incrementa su tamafio
folicular, llegando a convertirse en un solo foliculo dominante del pool de foliculos, que
posteriormente liberara ovocitos durante la etapa de ovulacién de la cobaya. Mientras
gue, los otros foliculos sufren un proceso de atresia o también llamado degeneracion de

los foliculos ovéaricos mediante apoptosis (Bookhout, 1945).

Para esta fase de foliculogénesis se requiere sefiales tanto intraovaricas como
extraovaricas. Desde el inicio de esta etapa hasta la formacion del antro folicular, este
desarrollo es independiente de la FSH pero si requiere de hormonas gonadotropinas,
proceso que segun la literatura se tarda alrededor de ocho semanas en los rededores
(Shomer et al., 2014).

En el caso de la cobaya, el ciclo estral es de 16 dias como media, con una
variacion de 13 a 21 dias. Esta especie posee dos ondas foliculares durante el ciclo
estral siguiendo un patron fisiolégico de reclutamiento, seleccion y dominancia del

foliculo preovulatorio (Garverick & Smith, 1993).

La primera onda comienza en el dia 0 del ciclo, es decir, después de la ovulacion.

Los foliculos pueden llegar a medir hasta 2 0 3 mm pero a través de la retroalimentacion
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negativa que genera la progesterona se suprime la secrecion de LH, lo que provoca que

los foliculos presentes en la primera onda sufran atresia (Gonzales & Gonzéles, 2005).

La segunda onda folicular se presenta entre los dias 10 y 11 del ciclo estral,
donde la gran mayoria de foliculos son reclutados y de estos los foliculos los méas
grandes son seleccionados (Figura 4). Al llegar el dia 12 del ciclo los niveles de
progesterona (P4) caen mientras que, entre los dias 13 y 15 los niveles de la hormona
luteinizante (LH) se eleva dando lugar a la ovulacion, esta ultima fase ocurre al dia 16
promedio del ciclo estral en las cobayas (Logothetopoulos et al., 1995; Pazmino &
Pangol, 2021).

Figura 4. Ciclo estral de la cobaya. Fuente: Adaptado de Gregoire (2012).

9. Tipos de foliculos

Los foliculos del ovario se dividen en cuatro grupos de acuerdo a su tamafio y

en funcién al tipo de células que se encuentran alrededor del ovocito (Bean, 2013):

Primordial: son estructuras algo ovaladas, casi siempre se observan
aproximadamente circulares al corte. Estan constituidos por una capa de células
epiteliales planas que se encuentra rodeando al ovocito, cuyo crecimiento se encuentra
detenido en la fase de diploteno de la profase | de la meiosis (Nilsson & Skinner, 2001).
Cuando los foliculos salen de la reserva, pasan de ser foliculos primordiales a ser

foliculos primarios en transicion (Espinoza et al., 2007).

Luz Isabel Camas Carangui — Natalia Soledad Chabla Morquecho



UCUENCA i

Primario: una capa de células de la granulosa cubica recubre al ovocito. Las
gonadotropinas estimulan el desarrollo de los ovocitos primarios que se mantienen

detenidos en profase I.

Secundario: sobre la membrana basal esta el ovocito rodeado de varias capas
de células de la granulosa de tipo estratificadas. Las células de la teca se ubican fuera
de la membrana basal. Existe una cubierta de glicoproteina a nivel interno de la capa de
la granulosa rodeando al ovocito denominada zona pellcida. La hormona foliculo

estimulante influye en el desarrollo hacia la siguiente etapa.

Terciario: la zona peldcida y las células de la granulosa rodean al ovocito,
localizado dentro del liquido antral. En esta etapa la teca se diferencia en teca interna 'y
externa y producen andrégenos que son transformados en estroégenos por las células
de la granulosa. Se denomina foliculo de Graaf al foliculo terciario que esta preparado
para ovular (Bean, 2013). El foliculo de Graf se caracteriza por el cumulo o6foro bien
desarrollado, la corona radiata y el antro completamente desarrollado (Al-Saffar & Al-
Ebbadi, 2019). La hipdfisis libera a la hormona luteinizante que induce a que el foliculo
de Graaf ovule. El ovocito es liberado y el foliculo se transforma en el cuerpo luteo. Las
células luteas que se diferencian a partir de las células de la teca interna y de la
granulosa producen progesterona hasta la lutedlisis o, si la cobaya esta prefiada, hasta
el final de la gestacion (Bean, 2013).

10. Cuantificacion folicular

La eficiencia reproductiva en las cobayas esta determinada a partir del desarrollo
de los foliculos, de su capacidad para producir estradiol y de ovular, lo cual esta regulado
por el eje hipotalamo-hipéfisis-ovario. El desarrollo de los foliculos es susceptible a ser
modificado por diferentes factores como: edad del animal, sistema de crianza,

alimentacién y/o problemas sanitarios (Sadeu et al., 2007).

Lema & Tenecela (2024), realizaron un estudio con el objetivo de evaluar “e/
efecto del flushing energético administrado a cobayas primerizas sobre la poblacion
folicular, numero de cuerpos luteos y calidad ovocitaria” para lo cual utilizaron 64
cobayas nuliparas mestizas de la linea Pert agrupadas aleatoriamente en 4 subgrupos,
mismos que aplicaron 4 tratamientos con distintos niveles de energia. TO (dieta control):
2400 kcal/lkg MS; T1 (dieta experimental): 2600 kcal’lkg MS; T2 (dieta experimental):
2800 kcal/lkg MS y T3 (dieta experimental): 3000 kcal’kg MS.
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Las cobayas fueron sometidas a un protocolo de sincronizacién de celo mediante
la aplicacion de PGF2a. Después de 11 dias de tratamiento, los animales fueron
sacrificados y extrajeron los ovarios. Estos autores no encontraron diferencias
estadisticas en cuanto al nimero de foliculos, sin embargo, las cobayas alimentadas
con el T3 tuvieron mayor poblacion folicular que los demas tratamientos (Lema &
Tenecela, 2024).

Hunter y colaboradores (2004) citan que, las dietas con un alto nivel de energia,
eleva los niveles plasmaticos de IGF-I, leptina e insulina. Lo que conlleva a una
estimulacion del eje hipotalamo-hipdfisis-ovario con la sintesis de GnRH vy
posteriormente de LH y FSH. Al igual que, los metabolitos presentes en el liquido

folicular mejoran el desarrollo y calidad de los foliculos.

Respecto a los estadios de los foliculos y el nimero de cuerpos lateos no
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos dietéticos. Sin embargo, el
namero total de ovocitos recuperados de categorias A y B fueron significativamente
mayor en las cobayas alimentadas con 3000 kcallkg MS a diferencia de los otros
tratamientos. Estos autores concluyen que, el aumento de los niveles de energia en la
dieta de las cobayas influy6 en el nimero y calidad de ovocitos pero no en el nimero de
foliculos (Lema & Tenecela, 2024).

11. Cuantificacion de hormonas gonadales

Existen algunos métodos que se pueden utilizar para la determinacién de
hormonas y sus metabolitos, como, por ejemplo: espectrofotométricos, cromatograficos
y quimicos. Las técnicas inmunoquimicas como radioinmunoandlisis (RIA),
enzimoinmunoanalisis (EIA), fluoroinmunoandlisis (FIA) y quimioluminoinmunoanalisis
son las mas utilizadas. Estos métodos son ensayos heterogéneos competitivos que
comprenden la unién del antigeno al anticuerpo con posterior separacion fisica de la
hormona unida al anticuerpo (AgAc) y la hormona no unida (Ag) (Pisarev & Calandra,
2014)

Las hormonas circulan en bajas cantidades a nivel de la sangre en rangos
picomolar (10712) o nanomolar (10~?), razén por la cual su cuantificacion necesita
ensayos sensibles, por lo general en forma de inmunoensayo competitivo. El método de
radioinmunoandlisis (RIA, por sus siglas en inglés) estd basado en una reaccion
antigeno-anticuerpo, en la cual estan presentes paralelamente dos formas del antigeno,

la hormona fria y la hormona marcada con un radioisotopo (Pisarev & Calandra, 2014).
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En el radioinmunoensayo existe una competencia por los sitios de union de anticuerpos

entre la hormona marcada y la hormona no marcada (Kemppainen, 2023).

Para la medicién de hormonas, se han desarrollado etiquetas no radiactivas (por
ejemplo quimioluminiscencia), ensayos de tipo sandwich y métodos ELISA
(Kemppainen, 2023). La quimioluminiscencia es la transformacién de energia quimica
en emision de luz visible que es la luminiscencia como consecuencia de una reacciéon
de oxidacién o hidrdlisis. Esta metodologia brinda una alternativa de identificacion

sensible y rentable a técnicas radioisotépicas y de fluorescencia (Farrell, 2010).

El enzimoinmunoandlisis utiliza enzimas como marcadores inmunoquimicos para
valorar las uniones antigeno-anticuerpo producidas después de un periodo de

incubacién, con la incorporacion siguiente de un sustrato (Pisarev & Calandra, 2014).

Shi et al. (2000), determinaron las concentraciones plasmaticas de entre otras
hormonas al estradiol y progesterona mediante el método RIA de doble anticuerpo
durante el ciclo estral en cobayas. Encontraron que las concentraciones de estradiol
eran altas en la ovulacién, luego de la ovulacion, el nivel de estradiol disminuyo6 y en el
dia 4, mostré los niveles mas bajos. En relacién a la concentracién de progesterona,

esta se evidenci6 baja los dias 16 y 0, y alta los dias 4, 8 y 12.

12. Determinacién de genes

La importancia del estudio de la determinacion de genes radica en que este
proceso ayuda a identificar genes que contribuyen con el mejoramiento de la actividad
reproductiva, desempenfo productivo, eficiencia de los programas de mejora genética y
la conservacion de especies. Para identificar y cuantificar los genes se puede analizar
el ADN en cualquier muestra de tejido a través de distintos métodos y tecnologias
moleculares como los ensayos de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),

secuenciacion directa e hibridacion (Llambi et al., 2018).

Los receptores son de dos tipos: receptores intracelulares, como su nombre lo
indica, se encuentran dentro de la célula especificamente en el citoplasma o en el nucleo
y los receptores de la superficie celular, localizados en la membrana plasmética. Los
receptores intracelulares actian como factores de transcripcion interactuando con
elementos de respuesta en el DNA de sus genes diana. Estos receptores involucran a
los receptores de hormonas esteroideas, hormonas tiroideas y ciertos metabolitos
(Aranda, 2010).
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El receptor de LH se encuentra en diferentes tipos celulares como la piel,
cerebro, musculo liso y en los tejidos reproductivos de diversas especies de mamiferos,

como las células tecales, células de la granulosa y células luteales (Sower et al., 2002).

La reproduccién en las cobayas esta determinada por la expresion de receptores
de la LH y FSH principalmente en las células de la teca interna y granulosa. Los foliculos
dominantes poseen estos receptores para poder ovular, a diferencia de los foliculos
antrales pequefos cuyas células de la granulosa no poseen los receptores de LH
(Terranova & Greenwald, 1981).

13. El ciclo lunar y su efecto en aspectos bioldgicos de los animales
13.1. Efectos que produce el ciclo lunar en la tierra

La luna, el satélite natural de la tierra, demora 29 dias 12 h 44 miny 3 seg (29,52
dias) en completar un giro alrededor de la tierra. Durante este movimiento, y de acuerdo
a su posicion relativa con respecto al sol, la luna varia el porcentaje de luz que refleja
desde el sol. Ademas de ello, ejerce influencia sobre el campo gravitacional y
electromagnético de la tierra (Chakraborty, 2014).

La luna y la tierra se atraen mutuamente por lo que se crean mareas. La luna
atrae cualquier cosa de la tierra y la tierra retiene todo excepto el agua debido a que
esta se encuentra en constante movimiento. La atraccion gravitacional de la luna sobre
la tierra cambia durante las distintas fases del ciclo lunar y la amplitud de las mareas de
los océanos también varia dependiendo de la posicion relativa de la luna en su 6rbita
(Chakraborty, 2014).

13.2. Breve descripcion de las bases bioldgicas de este fenbmeno en

peces

Estudios publicados indican que, tanto los ritmos estacionales, circadianos vy
lunares influyen en la fisiologia humana y animal. Las distintas fases del ciclo lunar
inciden en la reproduccion de los peces a través del eje hipotdlamo-hipdfisis-gonadal
(Mercier et al., 2011).

Un ejemplo de la influencia lunar en los peces es el caso del pez conejo dorado
(Siganus guttatus), que es una especie considerada desovador sincronizado con la fase
de cuarto creciente. Los cambios periddicos en la luz de la luna es un indicativo del

desarrollo gonadal y la liberacién de gametos. Otro elemento importante que influye es

Luz Isabel Camas Carangui — Natalia Soledad Chabla Morquecho



UCUENCA ”

la melatonina, una hormona enddgena del ciclo ambiental de luz/oscuridad, esta
hormona incrementa su secrecion en la glandula pineal y en el torrente sanguineo
durante el periodo de la luna nueva y sus niveles decrecen en el periodo de luna llena
(Zimecki, 2006).

En el caso de los peces salmdénidos existe evidencia que durante la fase de luna
nueva los niveles de tiroxina incrementan, con el objetivo de prepararse para la
migracién hacia el mar y este tipo de fendmeno se relaciona mas con la luz de la luna
que por los efectos del campo gravitacional de la tierra (Takemura et al., 2010). En el
caso de los peces machos, los estudios realizados también evidencian que el
comportamiento reproductivo estd bajo la influencia de la intensidad de la luz lunar
(Ikegami, Takeuchi, Hur, et al., 2014).

Mercier y colaboradores (2011) informan que, el ciclo lunar afecta el proceso de
desove de ciertas especies de peces que habitan en aguas profundas. La liberacién de
larvas en criadoras mostré incrementos significativos durante las fases de luna nueva y
llena respectivamente. La informacion actual sugiere que los indicadores de las fases
del ciclo lunar en aguas profundas pueden estar relacionados con las corrientes ciclicas,
flujos en la deposicion de particulas y luz de la luna para las especies que viven en la
zona disfética.

13.3. Evidencias cientificas del efecto del ciclo lunar en mamiferos

Durante muchos afios se han realizado investigaciones sobre la influencia de las
fases de la luna sobre algunos aspectos del comportamiento reproductivo de los

animales (Zimecki, 2006; Andreatta y Tessmar-Raible, 2020).

En varias especies de animales domésticos y/o de interés productivo se ha
demostrado la influencia del ciclo lunar sobre diversos aspectos de la funcion
reproductiva en bovinos: (Aguirre et al., 2021); porcinos: (Chinchilla et al., 2018);
caprinos: (EI-Darawany et al., 2021). Por ejemplo, las cabritas nacidas en luna llena, no
solo tuvieron mayor peso corporal a las 20, 24 y 28 semanas de edad, sino también,
mostraron signos de estro y alcanzaron la pubertad mas temprano, que las nacidas en
otros momentos del ciclo lunar (El-Darawany et al., 2021). En bovinos, en la fase
menguante se obtuvo mayor proporcién de ovocitos de calidad, que clivaron mas, y
mayor porcentaje se desarrollaron a blastocistos, que los colectados en la fase creciente
(Aguirre et al., 2021). Incluso, en cobayas, se observé un efecto del ciclo lunar sobre

algunos parametros reproductivos y productivos (Perea et al., 2024). Mecanismos
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bilégicos que podrian explicar la variacién de la reproduccién por influencia del ciclo

lunar

La fisiologia animal esta sujeta a ritmos estacionales, lunares y circadianos. Sin
embargo, estos ritmos estacionales y circadianos se han descrito mas ampliamente y
poco se sabe sobre los efectos del ciclo lunar en la reproducciéon en los animales
(Grollman, 1965).

Es conocido que cierta proporcién de pinealocitos de algunos roedores,
incluyendo al cobayo, son sensibles a los cambios en el campo electromagnético del
planeta (Bevington, 2015). Estos cambios se vieron reflejados en que la actividad de la
enzima serotonina-N-acetiltransferasa, el contenido de melatonina en la glandula pineal
y la concentracion sérica de esta hormona cambiaron en respuesta a la variacion del
campo magnético (Welker et al., 1983). Estos hallazgos indican claramente que las
fluctuaciones del campo magnético modificaron la sintesis, el almacenamiento y la
secrecion de melatonina; por lo tanto, debido a que la luna durante su movimiento
alrededor de la Tierra modifica los campos geomagnético y gravitacional del planeta
(Bevington, 2015) y las células de la glandula pineal son capaces de percibir estos
cambios (Chinchilla et al., 2018), es muy probable que el efecto que ejerce el ciclo lunar

sobre la reproduccién de los mamiferos esté modulado por la melatonina.

Algunos estudios han vinculado la produccién y secrecién de melatonina con el
ciclo lunar (Martinez-Soriano et al., 2002). En peces, donde se ha estudiado con mucho
detalle las bases biol6gicas de la variacién de la reproduccion por efecto del ciclo lunar,
se identificd a la melatonina como responsable de modular estos cambios (lkegami,
Takeuchi, & Takemura, 2014). Previamente se sugirid6 que esta hormona podria ser
responsable de dirigir los cambios reproductivos durante las diferentes fases del ciclo
lunar en mamiferos (Aguirre et al., 2021). Sin embargo, en estas especies, hasta donde
se sabe, no hay estudios publicados que vinculen el ciclo lunar con cambios

morfoldgicos y funcionales a nivel de los ovarios.
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Lista de materiales que se utilizé para la recoleccién, manejo y procesamiento

de las muestras del estudio se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Lista de materiales usados en el estudio

Bioldgicos
80 cobayas nuliparas
160 ovarios de cobaya

Fisicos

¢ Gavetas

o Equipo de anestesia

o Equipo para sacrificio

o Guantes de examinacion

o Mascatrilla

o Equipo veterinario

o Hisopos de algodon

o Portaobjetos

e Hojas de bisturi #20

o Tubos vacutainer de
fapa roja

o Tubos eppendorf

o Gradilla

e Balanza analitica

o Esfero

o Cémara digital

o Microscopio

o Caja modificada para el
proceso anestésico

o Papel absorbente

e Papel encerado

o Mandil

e Tubos para PCR

e Termociclador

e Espectrofotometro

e Fotodocumentador UV-impresora

e Camara de electroforesis

e Microondas

e Puntas para micropipeta de 1-10ul
e Puntas para micropipeta de 2-200ul

Quimicos

e Anestésico inhalatorio (sevoflurano)
e Agua destilada

e Tincion Wright

e Solucién buffer Wright

o Metanol

e Formol al 10%

e Reactivo TRI Reagent Solution

e Agua grado Biologia Molecular.

e Enzima Taq ADN polimerasa

e Solucion 5x RT Buffer.

e Solucién de dNTP sm(Trifosfato de
Desoxinucleotidos) (dNTP’s set,
Thermoscientific, Cat. No.: R0182)

e Solucién OneScript Hot RTase

o Neclease-free H20

e Oligonucledtido TNFaRe V

e Oligonucledtido TNFaFo R

¢ Oligonucleotido MTNR1 BReV

e Oligonucledtido MTNR1 BFor

e Oligonucledtido MTNR1 AReV

o Oligonucleotido MTNR1 AFor

e Agarosa (Invitrogen, Cat. No. 16500-
100).

o Solucién Buffer TAE 1x (Solucion de
40 mM Tris-acetato, pH= 8.0y 1 mM
EDTA).

e Solucién Buffer de carga para ADN 6X
(Solucién a 10 mM de Tris-HCI, pH 8.0;
60 mM de EDTA. 0.03 % de Azul de
Bromofenol (Sigma, Cat. No: B8026);
0.03 % de Xilencianol (Sigma, Cat. No:
X4126) y 60 % de Glicerol

e Solucion Bromuro de etidio (Solucion a
10 mg/ml de Bromuro de Etidio (Sigma,
Cat. No: E763

2. Metodologia

2.1. Ubicacion del estudio

El presente estudio de investigacion se llevd a cabo en las instalaciones de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca perteneciente al
canton Cuenca, provincia del Azuay. La recoleccion de los ovarios se realizé en el
Laboratorio Clinico y la determinacion de expresion de genes en el laboratorio de
Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias Agropecuarias. La determinacion de

hormonas se desarrollé en el laboratorio clinico comercial “JJPAZ” y el procesamiento
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citolégico e histolégico se efectud en el laboratorio comercial “Centro de diagndstico
veterinario VetPath”. La evaluacion de los cortes histologicos se llevé a cabo en el
laboratorio de Biotecnologias de la Reproduccion Animal de la Facultad de Ciencias

Agropecuarias de la Universidad de Cuenca.
2.2. Animales, manejo y dieta

Se emplearon 80 cobayas entre 3 y 3,5 meses de edad, ciclicas, nuliparas y
genéticamente mejoradas, con un peso promedio de 1061,2 + 90 gramos (g) (rango:
1009,9 — 1120,9 g). Los animales fueron proporcionados por la granja “Imperio del cuy”
situada en la parroquia Bulan, Paute. En la granja estos animales se alojaron en pozas
con una relacién de 10 animales por metro cuadrado, fueron alimentados con una
mezcla forrajera que consté de un 70% leguminosa: alfalfa (Medicago sativa) y 30% de
gramineas: pasto raigras (Lolium perenne), pasto azul (Dactylis glomerata), maralfalfa
(Pennisetum sp), y alimento balanceado (afrechillo con un 16% de proteina) en una
relacion 85% de mezcla forrajera y 15% de balanceado. La dieta se administré a los
animales por la mafana y por la tarde. Para disminuir la variabilidad debido a las
diferentes fases del ciclo estral de las cobayas al momento de la eutanasia, se utilizé el
efecto macho. Para ello, 21 dias antes de la colecta de tejidos, se coloco en la poza con
las cobayas, a un macho que estuvo dentro de una jaula de malla metélica sin contacto
fisico para evitar que cubriera a las hembras. Previamente se indico que la presencia de
un macho por 12 a 15 dias sincroniza el 80% de los celos (Aliaga et al., 2009). Las
cobayas fueron designadas aleatoriamente a cada fase del ciclo lunar

independientemente del estadio del ciclo estral.
2.3. Grupos experimentales

En base al porcentaje de luminosidad de la luna, el ciclo lunar fue dividido en
cuatro periodos que delimitaron cuatro momentos en los que se colectaron las muestras
de tejido: luna nueva (LN; n=5), cuarto creciente (CC; n=5), luna llena (LN; n=5) y cuarto
menguante (CM; n=5) (Figura 5). La coleccion de muestras se repiti6 por 4 ciclos lunares
consecutivos. Los datos porcentuales de la luminosidad de la luna se consiguieron del

Observatorio Naval US (https://aa.usno.navy.mil/data/MoonFraction).
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Figura 5. Momentos del ciclo lunar en los que se colectaron los ovarios de las cobayas

2.4. Manejo y eutanasia de los animales

Las cobayas fueron trasladadas a la facultad un dia antes de cada dia de
muestreo y los cinco animales se resguardaron en una jaula de 1 m?. Las cobayas fueron
alimentadas con pasto, alimento balanceado y agua ad libitum. Estuvieron en ayunas

por 12 horas antes del sacrificio, pero disponian de agua a voluntad.

El sacrificio de las cobayas y toma de muestras se realizé entre las 21H00 y
23HOO0 de cada dia del ciclo lunar estudiado. Los animales se identificaron con un
namero en la oreja, y se les colocd un antifaz para proteger de la luz y se procedi6 al

pesaje de los mismos.

Posteriormente se colocé a las cobayas en una camara acrilica modificada (30
cm de alto, 46 cm de largo x 36 cm de ancho) para anestesia inhalatoria durante 7
minutos con sevoflurano al 8% y con oxigeno a 2 I/min. Cuando alcanzaron un plano
anestésico 6ptimo, se continué administrando sevoflurano al 3% a través de una

mascarilla con un circuito sin reinhalacién (Figura 6).

Para la cuantificacion de las hormonas esteroideas gonadales se colectaron
muestras de sangre en tubos al vacio sin anticoagulante mediante puncién cardiaca
(agujas de 21G x 1,5” acoplada a una jeringa de 5 ml) a 3 cm desde la articulacion
proximal del radio hasta el centro del tercer espacio intercostal a un angulo de 30-. Estas
muestras se dejaron en reposo de 30 a 40 minutos a temperatura ambiente y luego

fueron centrifugadas (Dynac, Estados unidos) a 3000 x g, durante 15 minutos para la
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obtencién de suero. Luego se realizd la dislocacion cervical (Figura 7) con un dispositivo
disefiado para tal fin (Walsh et al., 2017).

Figura 6. Aplicacion de anestesia inhalatoria a las cobayas

Figura 7. Dislocador cervical usado en el estudio
2.5. Recoleccion, manejo y andlisis de las muestras

2.5.1. Citologia vaginal

Luego de la eutanasia se tom6 una citologia vaginal para determinar el estadio
del ciclo estral. Para este procedimiento se realizaron frotis vaginales a nivel del tercio
proximal del epitelio aproximadamente a 2 cm de la vagina con hisopos estériles
humedecidos con agua destilada (Figura 8). Posteriormente, los hisopos con las
muestras se giraron sobre un portaobjetos que se secaron al aire libre y se fijaron en
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metanol. Luego se continud con la tincibn Wright seguido de la solucion buffer y
finalmente el lavado con agua destilada. La lectura de las 80 citologias fue realizada en

un laboratorio comercial “Centro de diagnéstico veterinario VetPath”.

Figura 8. Toma de citologia vaginal en cobaya

2.5.2. Procesamiento histolégico

Para colectar los ovarios, luego de la eutanasia, las cobayas se colocaron en
posicién decubito dorsal, se realizé una incision longitudinal en la linea alba, se
localizaron los cuernos uterinos y se procedi6 a extraer los ovarios (Figura 9).
Inmediatamente se realiz6 el pesaje individual de los ovarios en una balanza analitica
(FLB Forelibra; China; 0,0001-100 gramos) y se procesaron como se describe a
continuacion.

Figura 9. Incision en la linea alba para la extraccion de los ovarios
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Un ovario fue seleccionado al azar para para la determinacion de genes, y el
otro para el procesamiento histoldgico. Luego, los ovarios derecho e izquierdo se fueron
alternando para cada tipo de estudio. El ovario seleccionado para histologia fue
sumergido en formol al 10% (Figura 10) por no mas de 24 horas y su procesamiento
histologico se llevd cabo en el laboratorio comercial “Centro de diagndstico veterinario
VetPath”. El ovario destinado para la determinacién de expresién de genes se colocé en
tubos conicos de 1,5 ml con 1 ml del reactivo TRl Reagent Solution (Figura 11), se

congelaron a -80 °C hasta el momento del procesamiento para la expresion de genes.

Figura 11. Tubo eppendorf con el reactivo TRI Reagent Solution y la muestra de

ovario

De cada ovario, se hicieron dos series de cortes (3 en cada caso) separadas por
aproximadamente 250 um. Los cortes histolégicos fueron evaluados, por duplicado, en
el laboratorio de Biotecnologia de la Reproduccién Animal de la Universidad de Cuenca
ubicado en la granja de Irquis, mediante un micro estereoscopio. Se cuantificaron las

siguientes categorias foliculares: los foliculos primordiales se identificaron como
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estructuras que tenian una capa de células de la granulosa aplanadas que rodeaban al
ovocito, para los foliculos primarios se tomo en cuenta a las estructuras con una capa
de células de la granulosa cuboideas, los foliculos secundarios tenian dos o mas capas
de células de la granulosa cuboides y para los foliculos antrales se establecié aquellas
estructuras que tenian una cavidad antral (Hernandez-Fonseca et al., 2005). Para su
identificacion y categorizacion se utilizaron objetivos de 10, 20 y 40X, dependiendo de

la categoria. Asimismo, se cuantificd el nimero de cuerpos liteos de cada ovario.

Los foliculos antrales se clasificaron en tres categorias: antrales pequefios, medianos
y grandes. El criterio para su clasificacion fue subjetivo y se basé en la relacion entre el
tamafio de ovocito y de la cavidad antral. Antrales pequefios: espacio antral equivalente
a < 10 ovocitos; antrales medianos: espacio antral equivalente a > 10 < 80 ovocitos;
antrales grandes: espacio antral equivalente a > 80 ovocitos. El recuento de foliculos en
este estudio corresponde al nUmero promedio por ovario. También se cuantificaron los

cuerpos luteos en cada ovario.
2.6. Cuantificacién de esteroides gonadales

Para la cuantificacion de progesterona (P4) y estradiol (E2), el suero obtenido se
envio al laboratorio comercial “JJPAZ” para su respectivo analisis mediante el método
de electroguimioluminiscencia (Cobas E 410, La Roche, Suiza) siguiendo las

instrucciones indicadas por el fabricante.

2.7. Expresion génicade los receptores de melatonina, IGF-ly LH en el
ovario

2.7.1. Extraccién del ARN

Las muestras de ovario destinadas para la determinacion de expresion de genes
fueron descongeladas, identificadas y clasificadas. Mediante un agitador se
homogenizaron las muestras y se agregé 100 yl de 1-bromo-3-chloropropane para el
aislamiento del ARN; posteriormente, las muestras se centrifugaron durante 10 minutos
y la parte incolora-acuosa que contenia el ARN de cada muestra se coloc6 en tubos
eppendorf, a los cuales se les agreg6 0,5 ml de isopropanol. La mezcla se centrifugé
por 10 minutos para precipitar el ARN y se elimind la parte liquida. Después, se lavé con

0,5 ml de etanol al 70%, con la finalidad de arrastrar sales residuales, seguido a esto,
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se centrifug6 las muestras durante 5 minutos, se deseché el etanol sobrante y se dej6

secar. Finalmente, el ARN obtenido se conservo a -80°C hasta su analisis.

2.7.2. Preparacién de primers, lareaccion y los NTPS (RT Premix)

Se realiz6 la preparacion de la premezcla utilizando los siguientes componentes

y volimenes (Tabla 4), que fueron utilizados en los siguientes procesos:

Tabla 4. Componentes que se utilizaron para la premezcla.

Componente Volumen
5X RT Buffer 280 pl
dNTP's 70 pl

R Hexaner 70 ul
Total 420 pl

2.7.3. Cuantificacion relativa

Se afiadi6 25 pl de agua (Molecular Biology Reagent) a los tubos, se

homogenizaron las muestras y posteriormente reposaron por 10 minutos. La

cuantificacién del material genético se realizdé a través de un espectrofotometro, se

agrego 1,5 pl de cada muestra en la microplaca y se evalué las muestras con el software

Gen 5.3.3.

Las muestras no. 2, 3, 11, 15, 20 y 23 fueron seleccionadas como muestras

control porque la cantidad de agua utilizada fue mayor a las otras muestras (Tabla 5), a

las cuales se le determind la temperatura ideal para la expresion génica de los

receptores de melatonina, IGF-1y LH en el ovario

Tabla 5. Muestras control con sus respectivos volimenes para PCR.

Volumen por reaccion:
Muestra vol. para| aguapara | RT-premix enzima
no.: ng/ml |pg/pl| 2 ug 13 pl (D) (M) total
2 981,12| 0,98 2,0 11,0 6 1 20
3 803,16 0,80 2,5 10,5 6 1 20
11 833,64 | 0,83 2,4 10,6 6 1 20
15 891,12| 0,89 2,2 10,8 6 1 20
20 772,76| 0,77 2,6 10,4 6 1 20
23 796,08 0,80 2,5 10,5 6 1 20
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Con los resultados arrojados por el software Gen 5.3.3, de las 48 muestras

(Tabla 6) se formaron 16 pools en tubos para PCR, se afadi6é 4 ug de cada pool; 26 pl

de agua (Molecular Biology Reagent), 12 ul de la premezcla (RT-premix: 8 ul de RT

buffer, 2 ul de dNTP’s y 2 ul de R Hexaner) y 2 pl de la enzima (Taq ADN polimerasa)

completando un volumen de 40 pl para cada reaccion (Tabla 6).

Tabla 6. Reacciones para PCR con sus respectivos volimenes.

Volumen por reaccién
Muestra | ng/ml ug/ul Vol/1,34 | Vol/4 H20/26 | RT- Enzima | Total
no.: Mg Mg ul premix | (ul)
(1)

1 685,72 | 0,69 2,0 5,0 21,0 12 2 40
2 981,12 | 0,98 1,4

3 803,16 | 0,80 1,7

4 234,96 | 0,23 5,7 12,3 13,7 12 2 40
5 350,84 | 0,35 3,8

6 481,6 0,48 2,8

7 505,92 | 0,51 2,6 8,5 17,5 12 2 40
8 480,52 | 0,48 2,8

9 444,12 | 0,44 3,0

10 734,96 | 0,73 1,8 51 20,9 12 2 40
11 833,64 | 0,83 1,6

12 779,88 | 0,78 1,7

13 647,68 | 0,65 2,1 6,9 19,1 12 2 40
14 404,08 | 0,40 3,3

15 891,12 | 0,89 1,5

16 511,2 0,51 2,6 6,4 19,6 12 2 40
17 784,56 | 0,78 1,7

18 657,68 | 0,66 2,0

19 550,56 | 0,55 2,4 6,4 19,6 12 2 40
20 772,76 | 0,77 1,7

21 593,36 | 0,59 2,3

22 569,96 | 0,57 2,4 7,8 18,2 12 2 40
23 796,08 | 0,80 1,7

24 355,72 | 0,36 3,8

25 752,36 | 0,75 1,8 5,8 20,2 12 2 40
26 643,04 | 0,64 2,1

27 688,92 | 0,69 1,9

28 576,64 | 0,58 2,3 6,3 19,7 12 2 40
29 741,16 | 0,74 1,8

30 611,68 | 0,61 2,2

31 481,4 0,48 2,8 7,0 19,0 12 2 40
32 586,68 | 0,59 2,3
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680,4 0,68 2,0
34 562,76 | 0,56 2,4 6,9 19,1 12 2 40
35 591,36 | 0,59 2,3
36 593,76 | 0,59 2,3
37 546,96 | 0,55 2,4 7,0 19,0 12 2 40
38 762,96 | 0,76 1,8
39 475,04 | 0,48 2,8
40 413,04 | 0,41 3,2 7,7 18,3 12 2 40
41 768,72 | 0,77 1,7
42 497,76 | 0,50 2,7
43 753,4 0,75 1,8 5,7 20,3 12 2 40
44 679,72 | 0,68 2,0
45 694,84 | 0,69 1,9
46 613,84 | 0,61 2,2 6,3 19,7 12 2 40
47 754,96 | 0,75 1,8
48 569,56 | 0,57 2,4

Fuente: instrucciones del laboratorio de Biologia Molecular

Finalmente se coloc6 las muestras en el termociclador (Eppendorf) durante 1

hora y 20 minutos.

2.7.5. Electroforesis para determinar las temperaturas 6ptimas de cada

receptor

Para determinar la expresion génica de los receptores, se analizé la presencia e
integridad del material genético ya purificado previamente y la temperatura ideal para
cada gen se realizé a través de la electroforesis en gel de agarosa. Para la preparacion
de este gel se utiliz6 90 ml de Buffer TAE mas 1,08 gr de agarosa, el cual se llevo al
microondas por 30 segundos con la finalidad de disolverlo, luego se afiadié 3 ul de

bromuro de etidio.

Las muestras control (no. 2, 3, 11, 15, 20 y 23) fueron colocadas en el gel de
agarosa y se evalub mediante la técnica de electroforesis con las siguientes

temperaturas (Tabla 7).

Tabla 7. Curva de temperatura de alineamiento.

No: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

°C)

™ 51,0 |51,4 |522 |535 |[554 (57 584 (60,6 |625 |638 |64,6 [650

Fuente: Instrucciones del laboratorio de Biologia Molecular
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Posterior a esto, se llevo las muestras al termociclador con el objetivo de evaluar
las temperaturas éptimas para cada receptor de los genes, las cuales se expresan en la
Tabla 8.

Tabla 8. Temperaturas éptimas para el procesamiento de los diferentes receptores

genéticos para PCR.

Receptor Temperatura Tamafo del producto de
PCR

GAPDH 52,2°C 101 Bp

MTRIA 52,2°C 115 Bp

MTRIB 52,2 °C 124 Bp

LHR 57,1 °C 114 Bp

IGF1 52,2 °C 144 Bp

Para determinar la existencia de material génico se utilizé6 al GAPDH como gen
control en los productos PCR preparados y se procedié al reconocimiento de los

receptores génicos citados.
2.7.6. Preparaciéon de los productos de PCR

Para la realizacion del PCR, en primera instancia se prepardé una mezcla de

reaccion como se indica en la Tabla 9.

Tabla 9. Mezcla de reaccién para PCR.

Concentracion Volumen
Reactivo Inicial Final De premezcla | Por reaccidn:
Agua grado biologia No aplica. | No aplica. 88,0 ul 352 ul
molecular
Buffer de amplificaciéon | 10X 1X 12,5 ul 50 pl
10X.
Solucién de dNTPs. 10 nM 0,2nMc/u | 2,5ul 10 pl
c/u
Oligonucleédtido 100 uM 0,8 uM 0,5 ul 2 ul
Oligonucleédtido 100 uM 0,8 uM 0,5 ul 2 ul
Enzima Tag ADN 5 U/l 0,05 U/ul 1 pl 4 pl
polimerasa.
Muestra de ADN total. 25 ng/ul 5 ng/ul 20 pl 8 ul
Volumen final: 125 ul 500 ul

Fuente: Instrucciones del laboratorio de Biologia Molecular
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Seguidamente, se colocé 21 ul de la mezcla de reaccién a las muestras y 4 ul de cDNA
en tubos para PCR, los cuales se llevaron al termociclador por 33 ciclos (Figura 12) con

las respectivas temperaturas de cada receptor.
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Figura 12. Temperaturas de amplificacion del termociclador

2.7.7. Electroforesis de los productos de PCR

Para este procedimiento, se agregaron 5 ul de buffer de carga a las muestras y
se centrifugd. Se colocaron 12 pl de cada muestra en los pocillos del gel de agarosa, se
llevd a la electroforesis por 40 minutos y finalmente, se trasladd al fotococumentador

para el analisis de la expresion génica de los receptores de melatonina, LH e IGF-I.
3. Variables de estudio
3.1. Variables dependientes

Peso de los ovarios

- Indice gonadosomatico (GSI): [(peso ovario/peso corporal) x 100]
- Concentracion de P4 en sangre

- Concentracion de E2 en sangre

- Numero de foliculos en el ovario

- Expresioén del gen de IGF-I

- Expresion del gen de LH
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- Expresion del gen de melatonina

3.2.  Variables independientes

- Fase lunar (luna nueva, cuarto creciente, luna llena, cuarto menguante)
- Ciclo lunar (1-4)

- Fase del ciclo estral (fase luteal, fase folicular)

3.3. Covariables

- Peso corporal

4. Analisis estadistico

El procesamiento de los datos se realiz6 con el Sistema de Analisis Estadistico
(SAS®; Versidn 9.3; SAS Institute, Inc., Cary, NC, USA). La normalidad de los datos fue
verificada con la prueba de Kruskal-Wallis, y al no cumplirse la normalidad las variables
numeéricas fueron transformadas al logaritmo 10 y las porcentuales al arcoseno. Los
datos fueron procesados mediante andlisis de varianza-covarianza usando el modelo
lineal general (GLM). Para comparar las medias se utilizé la prueba de los minimos
cuadrados (Least-squares means: Ismeans). Los valores de P<0,05 fueron
considerados significativos y los que estaban entre 0,051 y 0,10 se tomaron en cuenta

como tendencia estadistica.
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Resultados
Esta investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto del ciclo lunar sobre
aspectos reproductivos que se muestran mas adelante. La evaluacion de las citologias
indicé que 20 animales (25%) estaban en metaestro, 33 en diestro (41,2%), 19 en
proestro (23,8%) y 8 en estro (10%).

1. Peso del ovario e indice gonadosomatico
La Figura 13 muestra un patron similar en el peso del ovario (panel A) y en el
indice gonadosomatico (panel B) de acuerdo a cuatro momentos del ciclo lunar. Ninguna

de las dos variables difiri6 estadisticamente entre fases lunares.
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Fase lunar

Figura 13. Peso del ovario (Panel A) e indice gonadosomético (Panel B) en cobayas
nuliparas en cuatro fases del ciclo lunar (P > 0.05). LN: luna nueva; CC: cuarto creciente;

LL: luna llena; CM: cuarto menguante.
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2. Concentracién de progesteronay estradiol

La fase lunar afectd la concentracion sérica de progesterona (P = 0,0489) y la
concentracién de progesterona por miligramo de ovario (P = 0,0280). La Figura 14
muestra que, en ambos casos, la concentracién de progesterona fue significativamente
mayor en luna nueva, decreci6 en las siguientes dos fases y aumenté ligeramente en la

ultima.
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Progesterona (ng/ml)

Progesterona (ng/mg de ovario)

Figura 14. Concentracién sérica (panel A) y por miligramo de ovario (panel B) de
progesterona en cobayas nuliparas de acuerdo a la fase del ciclo lunar. Diferencias
estadisticas entre fases: Panel A: "Nt P = 0,0089, ¢“tt P = 0,0362, "““M P = 0,0612.
Panel B: "Nt P = 0,0044, ¢t P = 0,0329, '“M P = 0,0375. LN: luna nueva; CC: cuarto

creciente; LL: luna llena; CM: cuarto menguante.

La fase lunar influencié la concentracion de estradiol por mililitro de suero y por

miligramo de ovario (P < 0,0001). La concentracion de esta hormona fue
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significativamente mayor en luna nueva que en las demas fases lunares, las cuales no

difirieron entre si (Figura 15).
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Figura 15. Concentracién sérica (panel A) y por miligramo de ovario (panel B) de
estradiol en cobayas nuliparas de acuerdo a la fase del ciclo lunar. Diferencias
estadisticas entre fases: Panel A y B: tN-CC IN-LL IN-CM p < 0 0001. LN: luna nueva; CC:

cuarto creciente; LL: luna llena; CM: cuarto menguante.
3. Numero de foliculos antrales y no antrales en cortes histolégicos

El Cuadro 1 muestra el nimero y porcentajes de las diferentes categorias
foliculares en las distintas fases del ciclo lunar. En el caso de los foliculos antrales
grandes, hubo efecto de la fase lunar, tanto en nimero (P = 0,0005) como en porcentaje
(P = 0,0014). Referente a los foliculos antrales medianos no hubo influencia de la fase
lunar en el numero, pero si en el porcentaje (P = 0,0316). En relacién a los foliculos
antrales pequefios no hubo efecto de la fase lunar, pero si una tendencia estadistica en
el porcentaje (P=0,0749). Mientras que, en los foliculos secundarios y primarios, no
hubo influencia de la fase lunar ni en el nimero ni en el porcentaje de estas dos

categorias foliculares. Finalmente, los foliculos primordiales fueron influenciados por la

Luz Isabel Camas Carangui — Natalia Soledad Chabla Morquecho



UCUENCA ®

luna tanto en el numero (P=0.0019) como en el porcentaje (P=0.0013). Se observo un
namero y porcentaje significativamente menor de foliculos antrales grandes en luna
llena y cuarto menguante, que en las otras dos fases lunares. La luna nueva fue la fase
con mayor numero y porcentaje de foliculos antrales grandes. Asimismo, el porcentaje
de foliculos antrales medianos fue estadisticamente mayor en cuarto creciente y cuarto
menguante que en luna llena. Los foliculos primordiales fueron numérica vy

proporcionalmente mas abundantes en luna llena y mas escasos en cuarto menguante.

Cuadro 1. Numero y porcentaje de foliculos de diferentes categorias en cobayas

nuliparas de acuerdo a la fase lunar (media + E.E)

Fases de la luna

Efecto lunar

Foliculos Nueva Creciente Llena Menguante valor de P

Antrales grandes

numero 1,2+0,162 0,8+0,15ac 0,2+0,15bc  04+0,17¢ 0,0005

porcentaje 3,0+04912 20+0,482 06+0463%4 08+0,494 0,0014
Antrales medianos

nimero 4,4 +0,60 56+0,58 4,2+0,56 4,7+0,63 0,3653

porcentaje 14,5+1,874567 18,0+1,8357 11,7+£1,776 18,5+1,877 0,0316
Antrales pequefios

numero 3,1+0,44 3,7+0,43 4,0+0,42 4,0+0,46 0,4861

porcentaje 10,5+1,23 9,4+1,21 10,8 £1,16 13,8 +1,23 0,0749
Secundarios

numero 52+0,57 4,2+0,55 46+0,54 52+0,60 0,5622

porcentaje 15,0 £ 1,41 11,0+£1,39 13,7+ 1,33 15,5+ 1,42 0,1159
Primarios

nimero 2,0+£0,31 2,1+£0,30 1,5+£0,30 2,0+0,32 0.5392

porcentaje 54 +0,87 52+0,85 41+0,82 6,6 0,87 0.2237
Primordiales

nimero 18,8+ 166¢cde 20,3+1,6249¢ 225+157¢ 13,3+ 1,74f 0.0019

porcentaje 51,5+2,6078 54,2 + 2,55 89 58,9+246° 44642601 0.0013

Letras diferentes en la misma linea difieren: ab.¢f.ef P<0,01; cf P<0,05. NUmeros diferentes en la misma linea difieren:
1-2,1-3,57,7-10,9-10 P<(),01; 2-3.56.7-9 P<(),05; 24 P=0,0583; 810 P=0,0616. Lineas sin superindice no mostraron diferencias
estadisticas entre fases lunares

4. Numero de cuerpos lateos en cortes histolégicos

El andlisis mostré que no hubo efecto de la fase lunar en el nimero de cuerpos

liteos, aunque se observaron mayor cantidad de estructuras luteales en cuarto

menguante que en las demas fases lunares (Figura 16).
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Figura 16. Numero de cuerpos luteos de acuerdo a la fase del ciclo lunar (P > 0,05).

LN: luna nueva; CC: cuarto creciente; LL: luna llena; CM: cuarto menguante.

5. Expresion génica de los receptores de melatonina, IGF-ly LH en el

ovario

En base al método de PCR convencional, los resultados evidenciaron que existio
expresion génica de los receptores de melatonina, LH y IGF-I, sin embargo, como se
puede observar en las siguientes figuras, no hubo un patrén que nos permita asociar el

ciclo lunar con la cantidad de ARN en cada fase del ciclo lunar (Figura 17).

GAPDH

| Il 1
Ciclo lunar

Figura 17. Expresion génica del receptor control GAPDH de acuerdo a cada fase de los
ciclos lunares estudiados. 1: luna nueva; 2: cuarto creciente; 3: luna llena; 4: cuarto
menguante. MPM: marcador de peso molecular.
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En la Figura 18 se presenta la imagen de los productos de PCR de los genes de
los receptores A y B de melatonina. Mediante este método de separacién de los
productos a través de la electroforesis, se aprecia que, en el primer caso, ho hubo un
patrén que se repitiera en cada ciclo lunar que indique influencia de la fase lunar. No
obstante, el patrén de MTRB es menos variable, y parece indicar, por la intensidad y
grosor de la banda, una mayor cantidad de ARNm en luna nueva que en las demas

fases lunares.

MTRA

- . l l . I
I 1l v MPM

Ciclo lunar

Figura 18. Expresion genética de los receptores de melatonina A (MTRA) y B (MTRB).
1: luna nueva; 2: cuarto creciente; 3: luna llena; 4: cuarto menguante. MPM: marcador

de peso molecular.

En el caso del receptor de LH, en 3 de los 4 ciclos estudiados se observo una
aparente mayor concentracion de ARNm en cuarto creciente y luna llena que en cuarto
menguante y luna nueva. Sin embargo, el patrén no fue constante en todos los ciclos
lunares estudiados (Figura 19).
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2 4 MPM

Ciclo lunar
Figura 19. Expresion genética para el receptor de la hormona luteinizante (LH). 1: luna

LHR

3

nueva; 2: cuarto creciente; 3: luna llena; 4: cuarto menguante. MPM: marcador de peso

molecular.

El gen del receptor de IGF1 se muestra con un nivel de expresion similar en

cada fase lunar de los cuatro ciclos lunares estudiados (Figura 20).

i 4
I Il 1]

v MPM

Ciclo lunar

Figura 20. Expresion genética para el receptor de IGF1. 1: luna nueva; 2: cuarto
creciente; 3: lunallena; 4: cuarto menguante. I: primer ciclo lunar; Il: segundo ciclo lunar;
[1I: tercer ciclo lunar; IV: cuarto ciclo lunar; MPM: marcador de peso molecular.
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Discusion

Este estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto del ciclo lunar en algunas
caracteristicas morfolégicas y funcionales del ovario en cobayas, lo cual hasta la
actualidad no ha sido investigado. Se evidencia por primera vez la influencia del ciclo
lunar sobre las concentraciones séricas de progesterona y estradiol y el recuento de

algunas categorias de foliculos en cobayas.

La relacion expresada en porcentaje entre el peso del ovario y el peso corporal
es el indice gonadosomético, fue algo menor (9.5 + 2,9 x 10) en este estudio que en el
de Fernandez et al. (2022) (1,2 + 0,09 x 10?) en cobayas mejoradas. Hay que tener en
cuenta que en dicho estudio las cobayas fueron multiparas, es decir, tuvieron entre 1y

3 partos, mientras que en este estudio fueron nuliparas.

Diferentes factores influyen en el peso del ovario de las cobayas, entre ellas el
grupo genético, puesto que en el estudio realizado por Fernandez et al. (2022), el peso
del ovario fue mayor en las cobayas mejoradas (118,3 + 7,7 g) que en las nativas (62,3
+ 8,1 g). El peso promedio de los ovarios en este estudio, que corresponde a cobayas
nuliparas mejoradas, fue de 100,8 + 3,6 g y algo menor que el de las cobayas mejoradas
multiparas del estudio de Fernandez et al. (2022). Aunque el peso de los ovarios y el
indice gonadosomatico en este estudio fue numéricamente mayor en cuarto menguante

que en las demas fases del ciclo lunar, las diferencias no fueron significativas.

Este estudio evalué la influencia del ciclo lunar sobre la concentracion sérica de
progesterona y estradiol en cuatro momentos del ciclo lunar, la cual,
independientemente de la fase del ciclo estral en la que se encontraba la cobaya, fue
significativamente més alta en luna nueva que en las demas fases lunares. Como una
proporcion similar de cobayas en fase luteal conformaron las cuatro fases lunares, es
muy probable que, por un mecanismo aun no descrito, los animales en luna nueva
tuvieron mayor capacidad esteroidogénica que los que estaban en otras fases del ciclo
lunar. Esto es ain méas evidente en relacion a la produccion de estradiol, ya que la
proporcion de cobayas en fase folicular fue algo menor en luna nueva que en las demas

fases lunares.

Esta es la primera evidencia de la influencia del ciclo lunar en las
concentraciones de esteroides gonadales en cobayas. Solo hay un estudio publicado en

animales de interés productivo en el que se demostréo un efecto de la luna en las
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concentraciones de progesterona. El-Darawany et al., (2021) encontraron que las
cabras nacidas en luna llena alcanzaron la pubertad mas joven y tuvieron
concentraciones de progesterona a las 26 y 27 semanas de edad mas altas que las

nacidas en otros momentos del ciclo lunar.

En seres humanos también se observo efecto de la luna en la secrecion de otro
esteroide gonadal, la testosterona, cuyas concentraciones, tanto en las muestras
tomadas en la mafiana como en la noche, fueron significativamente mayores en luna
llena que en luna nueva (Dergaa et al., 2021). Estos hallazgos junto con los observados
en este estudio demuestran que el movimiento de la luna alrededor de la Tierra tiene
influencia la actividad funcional de las génadas de los mamiferos modificando la
capacidad esteroidogénica de ovarios y testiculos. E incluso, puede tener un efecto a
largo plazo como demostraron en cabras (El-Darawany et al., 2021) al observar que las
cabritas nacidas en luna llena alcanzaron la pubertad antes que las que nacieron en

otros momentos del ciclo lunar.

Otro hallazgo novedoso en este estudio fue observar un efecto del ciclo sobre el
numero y proporcion de algunas categorias de foliculos, particularmente los antrales
grandes y los primordiales. En el primer caso, estos foliculos fueron mas numerosos en
luna nueva que en las demas fases lunares; este hallazgo es consistente con el hecho
gue en luna nueva la concentracion de estradiol fue mayor que en los otros momentos
muestreados del ciclo lunar. Aunque no ha sido estudiado en cobayas, es bien conocido
que en los mamiferos los foliculos de mayor tamafio producen mayor cantidad de
estradiol que los foliculos mas pequefios (Senger, 2012), lo que se refleja en una mayor
concentracion sérica de esta hormona en los periodos en los que estos son mas grandes

y funcionalmente mas activos, como en proestro y estro (Spicer & Echternkamp, 1986).

En relacibn a los foliculos primordiales, estos fueron numérica vy
proporcionalmente mas numerosos en luna llena y fueron disminuyendo en cuarto
creciente, luna nueva y cuarto menguantes. En este caso es mas dificil saber porque
estos fueron mas numerosos en esta fase particular del ciclo lunar. Varios factores
afectan a la reserva folicular ovarica como la edad, estado nutricional, medio ambiente,
estrés, entre otros (Boeta et al., 2018). Segun estos resultados el ciclo lunar también
puede modificarla. Estos foliculos continuamente pasan de la fase de quiescencia a la
de foliculo primordial como resultado de una serie de estimulos paracrinos (Fortune et
al., 2000). Aparentemente, mediante un mecanismo no conocido todavia el ciclo lunar

modulé estos factores, ya que, segun estos resultados, estos estimulos fueron mayores
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en cuarto menguante, dado que fue en esta fase en la que hubo menor porcentajes de
foliculos primordiales y mayor porcentaje de primarios. De hecho, con excepcion de los
foliculos antrales grandes y de los primordiales, las demas categorias de foliculos fueron
proporcionalmente mas numerosos en cuarto menguante que en las demas fases

lunares.

En la presente investigacién no se encontrd diferencia en el nimero de cuerpos
luteos que oscilaron entre 0,76 y 1,13 en luna llena y cuarto menguante
respectivamente. Luna nueva, cuando se registré la mayor concentracion de
progesterona no coincidid con la mayor cantidad de tejido luteal, sin embargo, las
diferencias en cuerpos liteos entre fases fueron tan pequefias, que probablemente no
se puedan explicar la diferencia en las concentraciones de progesterona en las
diferentes fases del ciclo lunar por la cantidad de tejido luteal en cada fase; ademas, la
presencia de tejido Iluteal no necesariamente es indicativo de capacidad
esteroidogénica, dado que el cuerpo lateo persiste algunos dias luego de la lutedlisis
pero no produce progesterona. Algunos de los cuerpos luteos cuantificados podrian

haber sido estructuras luteales no funcionales.

El o los mecanismos que explican la influencia del ciclo lunar sobre la actividad
reproductiva no ha sido descrita atin, aunque hay un conjunto de evidencias que sefialan
gue la melatonina podria ser responsable de modular esos cambios, como se ha
demostrado en algunas especies de peces (lkegami, Takeuchi, & Takemura, 2014).
Estudios en ratas y ratones demostraron que la luna causa cambios funcionales y
estructurales en la glandula pineal que resultan en mayor secrecién de melatonina en
luna llena que en luna nueva (Gerasimov et al., 2014). Como se han detectado
receptores de melatonina en los ovarios de mamiferos (Steffens et al., 2015; Tamura et
al., 2009), es posible que esta hormona haya regulado los cambios morfol6gicos y

hormonales observados en este estudio.

Se planteé evaluar la expresion de los receptores de melatoninay de LH e IGF1
con el fin de fundamentar las bases bildégicas de los cambios que pudieran encontrarse
en este estudio; sin embargo, mediante la evaluacién subjetiva de los productos de PCR
separados por electroforesis, que indican la cantidad relativa de ARNm de estos
receptores, no fue posible asociar el ciclo lunar con su nivel de expresién, y a su vez
explicar los cambios que se observaron por influencia de la luna. Es necesario aplicar
métodos cuantitativos 0 semicuantitativos para tener resultados mas objetivos y

concluyentes al respecto.
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Conclusiones

La fase lunar no influencio el peso de los ovarios ni el indice gonadosomético en

cobayas nuliparas.

e Las concentraciones de progesterona y estradiol sérico fueron mayores en luna
nueva que en las demas fases lunares estudiadas.

e La luna influencio el nimero y proporcion de los foliculos antrales grandes y
primordiales, que fueron mas numerosos en luna nueva y luna llena
respectivamente.

e El niimero de cuerpos luteos no varié por efecto del ciclo lunar

¢ Mediante un método cualitativo, no fue posible asociar el nivel de expresion de

los receptores de melatonina, LH e IGF1 con las fases del ciclo lunar.
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Anexos

Figura 21. Colocacion del antifaz a la
cobaya

Figura 22. Toma de muestra para Figura 25. Balanza analitica
citologia vaginal

Figura 23. Tincion Wright Figura 26. Tubos al vacio con formol al
10%

Luz Isabel Camas Carangui — Natalia Soledad Chabla Morquecho



UCUENCA "

\'.

Figura 27. Extraccion del ARN de las Figura 30. Colocacion de las muestras
muestras en el termociclador

Figura 28. Preparacion de primers, la Figura 31. Colocacion de las muestras

reaccion y los NTPS en el gel de agarosa para la
electroforesis

Figura 29. Preparacion de las
reacciones para PCR

Figura 32. Fotodocumentador
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