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RESUMEN

Sincronizacion del celo en cuyes (Cavia porcellus) y su evaluacion citolégica

El presente trabajo tuvo como objetivo general la evaluacion de la respuesta fisiologica
de los cuyes frente a un programa de sincronizacion bajo las condiciones del tropico de
nuestra region, medido esto por citologia vaginal. Para ello, nos planteamos los
siguientes objetivos especificos: determinar un protocolo de sincronizacion en cuyes
hembras bajo las condiciones del tropico; determinar, por citologia vaginal, el tipo de
célula presente en el estro como respuesta al protocolo de sincronizacion y evaluar la
apertura vaginal como manifestacion del celo en las cuyes hembras. Para esto, se
seleccionaron 12 hembras divididas en grupos de cuatro cada uno, a las que se les
aplicé 0.22 mg/kg de progesterona (PG) subcutanea por un periodo de 15 dias.
Transcurrido este periodo, se procedid a sacrificar a los animales con la finalidad de
obtener los ovarios y realizar frotis celular; este muestreo se realizé a las 48, 76, 96 y
108 horas posteriores a la ultima aplicacion de PG. Los resultados obtenidos muestran
gue la hora de ovulacién bajo este protocolo de sincronizacion fue en el periodo de 96-
108 horas, siendo la primera ovulacion a las 96. La presencia de las células anucleadas
a las 96 horas confirma la presencia del celo en estos animales. De igual manera, se
evalu6 el rompimiento de la membrana vaginal como signo de celo y, en este caso, el
75% de las hembras presentd el rompimiento. Frente a los resultados mostrados,
concluimos que las cobayas si responden a un programa de sincronizacién con PG via

subcutanea bajo las condiciones del trépico de San Martin.

Palabras clave: Descamacion celular, celo de cobaya, foliculo, cuerpo liteo, hormona.
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ABSTRACT

Synchronization of heat in guinea pigs (Cavia porcellus) and its cytological evaluation

The present work had as its general objective the evaluation of the physiological
response of guinea pigs to a synchronization program under the tropical conditions of
our region, measured by vaginal cytology.To this end, we set the following specific
objectives:determine a synchronization protocol in female guinea pigs under tropical
conditions; determine, through vaginal cytology, the type of cell present in estrus as a
response to the synchronization protocol and evaluate vaginal opening as a
manifestation of estrus in female guinea pigs.For this, 12 females were selected and
divided into groups of four each, to which 0.22 mg/kg of subcutaneous progesterone
(PG) was applied for a period of 15 days.After this period, the animals were sacrificed to
obtain the ovaries and perform cellular smears; this sampling was carried out at 48, 76,
96, and 108 hours after the last PG application.The results obtained show that the time
of ovulation under this synchronization protocol was in the period of 96-108 hours, with
the first ovulation occurring at 96 hours.The presence of anucleated cells at 96 hours
confirms the presence of estrus in these animals.Similarly, the rupture of the vaginal
membrane was evaluated as a sign of estrus, and in this case, 75% of the females
exhibited the rupture.Given the results shown, we conclude that the guinea pigs do
respond to a synchronization program with PG via subcutaneous injection under the

conditions of the San Matrtin tropics.

Keywords: Cell shedding, guinea pig estrus, follicle, corpus luteum, hormone.
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CAPITULO |
INTRODUCCION A LA INVESTIGACION

Como animal oriundo del Perq, el cuy es una especie que ha servido y sirve como fuente
proteica a lo largo de los afios para los peruanos. A pesar de que en la regidén criamos
a esta especie, poco sabemos sobre su fisiologia reproductiva y las nuevas tecnologias
aplicadas para mejorar los parametros productivos del cuy en nuestra area. En San
Martin, la crianza de esta especie generalmente es casera, lo cual ha generado una
informalidad en el mercado de consumo, y no existen parametros productivos
establecidos. A nuestra region, el cuy llega por migracion del poblador andino, y hoy en
dia su consumo se ha difundido. Si bien es cierto que no conocemos la cantidad de
productores de cuy ni la cantidad de esta especie disponible, si es cierto que se ha
constituido como una fuente proteica en la mesa cotidiana, asi como un medio de

ingreso y subsistencia por su venta para el poblador sanmartinense.

Se han realizado muchos estudios sobre la fisiologia reproductiva de esta especie,
especialmente en la costa y sierra de nuestro pais, sin contar que es un animal cobayo
gue se utiliza como modelo para el estudio de diferentes tipos de enfermedades en
humanos. El conocimiento de los parametros biolégicos y fisioldgicos de los cuyes y su
comportamiento reproductivo bajo las condiciones climaticas de nuestra region es
fundamental para la crianza y el mantenimiento de estos animales. Con base en lo citado
anteriormente, planteamos el siguiente problema: ¢Se obtendr4d una respuesta
fisiologica a la sincronizacion del celo en cuyes mediante protocolos de sincronizacion?
En la busqueda de comprender los aspectos reproductivos de los cuyes, el presente
trabajo se propuso como objetivo general determinar el efecto de la progesterona via
subcutanea en la sincronizacion de celo en hembras de cuy bajo las condiciones del
tropico de nuestra region. Para lo cual nos planteamos los siguientes objetivos

especificos:

. Evaluar la respuesta ovarica a la progesterona subcutanea mediante la histologia

del ovario.

. Evaluar, mediante la citologia vaginal, la presencia del celo como respuesta a la

sincronizacion de la progesterona subcutanea.

o Evaluar la apertura vaginal como manifestacion del celo en las cobayas hembras.
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CAPITULO Il
MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion

Aranibar y Echevarria, 2014 (7) tuvieron como objetivo determinar el nUmero promedio
de foliculos que llegan a ovular en cuyes de las razas Andina y Perq, con el fin de saber
si la diferencia en el tamafio de camada entre estas razas se debe, en parte, al nUmero
de ovulaciones. Para este trabajo, se utilizé la citologia vaginal y la ausencia de la
membrana vaginal para determinar el ciclo estral. Se lleg6 a la conclusion de que en la
raza Andina se encontraron 3.6 £ 0.9 cuerpos lateos y en la raza Peru se hallaron 2.8 £

0.9 cuerpos luteos (p<0.05).

Salcedo, 2017 (1) tuvo como objetivo sincronizar el celo en cuyes (Cavia porcellus)
mediante el uso de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) y la prostaglandina
F2alfa (PGF2a), esta ultima en dos dosis diferentes, y observar su efecto en la tasa de
concepcion y el tamafio de camada por cuy. Se concluyé que el protocolo de
sincronizacion de celo con la dosis mas alta de prostaglandina resulta sumamente Util
para los cuyes, debido a su eficiencia y sencillez, ya que su aplicacion mejora la

performance reproductiva y reduce el intervalo de tiempo de partos de las hembras.

Sadeu et al., 2007 (5), este trabajo busc6 comprender la foliculogénesis normal en
cobayas con el fin de desarrollar un sistema de cultivo de foliculos de cobaya. A las
hembras cuyes se les infundié 5-bromo-2'-desoxiuridina durante 1 0 2 semanas y se
sacrificaron en momentos que oscilaron entre 0 y 37 dias después de la infusién. El
namero de células de la granulosa en las secciones transversales mas grandes aumento
de 25,0 + 6,1 (media + DE) en los foliculos primarios a 192,0 + 65,9 en los foliculos
preantrales y 256,3 + 96,9 en los antrales. El diametro del ovocito aumenté de 44,8 +
6,2mma 72,8+ 9,1 mmy 78,9+ 9,3 mm, mientras que el diametro del foliculo pasé de
67,9+ 10,1 mm a 188,9 £ 29,7 mm (tipo 5) y 231,0 + 56,1 mm.

Fernandez et al., 2022 (8), este estudio tuvo como objetivo describir las caracteristicas
morfoldgicas e histologicas de los ovarios de dos grupos genéticos de cuyes mejorados
y criollos, concluyendo que los ovarios de cobayas mejoradas eran mas pesados y mas
largos que los de animales nativos. El nimero de foliculos antrales fue mayor en los
cobayos mejorados que en los nativos, y el espesor de la zona pellcida y el diametro

de los ovocitos fueron similares en ambos grupos de cobayas.
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Rivas (2022) llevé a cabo un estudio con el proposito de comparar la exactitud de las
técnicas de histologia y citologia vaginal en el cuy para prever la ovulacién, que se
establecera objetivamente por la existencia de un cuerpo liteo en desarrollo en el ovario.
Se sincronizaron hembras de cuy (n=36) de 5 a 6 meses de edad usando progesterona
(0.22 mg/kg de solucion oral de Altrenogest, Regu-Mate Porcina®, Merck) por un
periodo de 15 dias. Este estudio determind que las caracteristicas histolégicas y
citolégicas de la vagina proporcionan una alta exactitud en la prediccién de la ovulacion

en cuyes sincronizados con progesterona.

Grégoire et al. (44) intentaron desarrollar un método sencillo para conseguir la ovulaciéon
sincronizada en cobayos en un entorno de cria, garantizando el bienestar animal. Se
evalud la actividad luteolitica de tres analogos distintos de prostaglandinas F2 alfa
(PGF2a) (D-cloprostenol, D,L-cloprostenol y luprostiol), junto con un tratamiento diario
con progestageno oral (altrenogest) en diferentes fases del ciclo estral en el mismo
grupo de hembras a lo largo de un periodo de 8 meses. La duracion del ciclo estral no
cambio con la administracion de analogos de PGF2q, sin importar la fase del ciclo estral
en la que comenzo el tratamiento. El apareamiento tuvo lugar después del tratamiento
con altrenogest. Este método convencional de sincronizacién del estro en cobayas
resulta menos estresante para los animales en contraste con las técnicas que emplean

tubos de pro

2.2. Fundamentos tedricos

El cuy domesticado cumple diversas funciones en diferentes regiones del mundo; son
animales de compaiiia, se utilizan como sujetos de estudio en laboratorios y ofrecen
una fuente de proteina a las comunidades rurales de Asia y naciones andinas de
América (9). El cuy genera proteina animal a un precio muy accesible, dado que su
alimentacion consiste en forrajes, desechos vegetales de cultivos y mercados locales.
Asimismo, es un ser que se ajusta a diversos climas y tipos de alimentacion, sin
mencionar que es extremadamente fecundo (10). Es conocido que forma parte de la
gastronomia peruana presentada a los visitantes, lo que hace que su produccién sea
lucrativa (11). Desde una perspectiva diferente, los cuyes representan un modelo animal
optimo para investigar diversas enfermedades inmunologicas, la farmacologia, la

nutricion, la toxicologia y los sistemas respiratorios (12).
En Perd, Chauca (11) establece tres maneras de criar este animal:

. Familiar, es la mas habitual en naciones andinas, africanas y asiaticas. Los
animales se crian en una habitacion de la casa, usualmente la cocina, en un lugar

muy cercano a la vivienda; por lo general, se les alimenta con sobras y hierbas.
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. Crianza familiar-comercial; es mas comuidn en zonas cercanas a ciudades. Los
cuyes reciben mejores alimentos; esto incluye alimento balanceado. Las familias

venden los cuyes al mercado de la ciudad.

. Comercial; esta es una actividad empresarial, aca las instalaciones son mejores,
la alimentacién es mejor y controlada. En estas granjas se desarrollan mejores lineas

de cuyes para la venta de su carne.

Segun Séanchez (9), otra diferencia entre estos sistemas de produccion es el sexo,
separacion durante el engorde. En la gestion familiar es habitual criar animales machos
y hembras juntos, mientras que en los sistemas familiar-comercial y comercial existe la

separacion por sexos con el fin de mejorar el ritmo de produccién.

2.2.1. Fisiologia reproductiva del cuy hembra

La foliculogénesis en el cobayo es similar a la foliculogénesis en los humanos (5). El cuy
€S una especie no estacional, poliéstrica y de ovulacién espontdnea; como muchos
mamiferos, la fisiologia reproductiva esta regulada por el eje hipotalamico — pituitario —
gonadal (13)(14). La importante funcién de la hormona liberadora de gonadotropina
(GnRH), que es secretada por el hipotdlamo, se extiende hasta la pituitaria anterior,
donde se secretan la hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH).
Estas hormonas activan el ovario, favorecen el desarrollo folicular y la ovulacién (15).
La mayoria de los foliculos primordiales se desarrollan entre los dias 48 y 56 de la vida
fetal, y muchos de estos comienzan el crecimiento y evolucionan hasta convertirse en
foliculos multicapa (5). El desarrollo folicular en el ciclo estral normal de la cobaya es
bimodal. La primera fase de crecimiento folicular finaliza entre los dias 10 y 11, mientras

gue la segunda fase concluye con la ovulacion (17).

2.2.1.1. Pubertad
La pubertad es el periodo en que la hembra logra la capacidad reproductiva. Esta fase

se distingue por alteraciones en la dinamica hormonal y folicular que involucran al
sistema hipotalamo-hipdfisis (15). Previo a la pubertad, el hipotalamo inhibe la liberacién
de GnRH; esto, a su vez, provoca que los niveles de FSH y LH sean bajos. Esto se
regula mediante un mecanismo de retroalimentacion negativa del estrogeno (16). Al
acercarse el animal a la pubertad, se genera un incremento progresivo en la secrecion

pulséatil de GnRH y en los niveles circulantes de FSH y LH (15, 16).

En el cuy hembra, los signos de pubertad que se observan son la apertura de la vagina
y el estro. El estradiol genera la apertura vaginal, y esto sucede debido a que esta

hormona induce la muerte celular de las células que conforman una delgada membrana
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sobre la vagina, lo que provoca la apertura vaginal (13). Casi siempre, cuando sucede

esto, la hembra se encuentra en estro.

2.2.1.2. Ciclo estral
El ciclo estral de la cobaya tiene una duracién cercana a los 16 dias (con un rango de

13 a 21 dias). El proestro (1 a 1.5 dias) se define por la inflamacion vaginal, ruptura de
la membrana que cierra la vagina, incremento de la actividad y la presencia de una
mancha vaginal de células epiteliales nucleadas y queratinizadas. Las cobayas poseen
una membrana vaginal que tapa el orificio vaginal; su ruptura sucede de manera gradual
y natural, justo antes del parto y durante el estro. El estro permanece de 8 a 11 horas y
se observa mediante una vulva inflamada y congestionada, una membrana vaginal
perforada y una postura en lordosis, con la parte trasera elevada. El metaestro (3 dias)
y el diestro (11 a 12 dias) finalizan el ciclo estral. Un estro fértil después del parto se
presenta entre 2y 10 horas tras el nacimiento. Las hembras pueden llegar a su madurez

sexual en menos de un mes de vida y con un peso corporal de 300 g.

El ciclo estral inicia al dia siguiente de la ovulacion y se compone de dos fases, tal como
se menciond previamente. Los foliculos mas grandes de la primera ola logran su
didmetro maximo entre los dias 10 y 11 del ciclo (que corresponde al final de la ola),
instante en el que experimentan atresia, aparentemente por la inhibicién de la LH a
causa de la retroalimentacién negativa de la progesterona (P) del cuerpo luteo (20). La
segunda ola se extiende aproximadamente de 6 a 7 dias, tiempo en el cual se reclutan
los foliculos pequefios el dia 12 y se seleccionan los foliculos mas grandes alrededor
del dia 13 del ciclo (21). La eleccion de foliculos se da por la reduccién de los niveles de
P (20,21) y el incremento de la concentracion basal de LH entre los dias 13 y 15 (22).
Generalmente se eligen de tres a cinco foliculos ovulatorios, y la ovulacion tiene lugar

al final de la segunda ola (dia 17 del ciclo) (5).

El estudio del ciclo estral de las cobayas esta en relacién con el comportamiento sexual,
el peso uterino, los niveles de gonadotropinas, hormonas esteroides y receptores de
hormonas esteroides en el Gtero (22). Se observd que el "comportamiento del estro" es
el marcador externo mas preciso de la ovulacion y la receptividad sexual de los machos
(21)(22).

Trillmich et al. (2006) (24) observaron que la primera apertura de la membrana de
oclusién vaginal en un grupo de cobayas en condiciones similares ocurre alrededor de

los 26 dias de vida.
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Figura 1
Analisis macroscopico de membrana oclusiva vaginal de Cavia porcellus entre 15 y 60 dias de
edad.

(A)Membrana vaginal cerrada

(B)Vulva hinchada y secrecion
(C)Membrana vaginal parcialmente abierta
(D)Membrana vaginal abierta

Fuente: Silva de Mattos, 2022(28).

Esta membrana ocluye el canal vaginal y desaparece y se regenera en cada ciclo
reproductivo, debido a la influencia hormonal (4). En las hembras adultas, la membrana
permanece abierta entre uno y tres dias durante el estro, pero en las hembras juveniles

esta fase puede durar mas (7).

2.2.1.3. Foliculogénesis
El ovario de los mamiferos tiene miles de foliculos, de los cuales cerca del 99.9% se

pierden a través de la atresia, apoptosis y necrosis celular. El desarrollo de los foliculos
antrales ha sido documentado en diversas especies, aunque con informacion
restringida. La fisiologia de los foliculos preantrales (PAF) no estd completamente
entendida; se conoce que los foliculos primordiales se ponen en marcha y progresan a
foliculos primarios, secundarios y terciarios. No obstante, los elementos que fomentan
o detienen la activacion de estos foliculos estan parcialmente comprendidos, asi como
los vinculados al control del crecimiento folicular. Asi, la fase preantral abarca un amplio
rango para la investigacion cientifica (29). "Se observa una marcada relacion temporal
entre la fase de crecimientos foliculares acelerados que surge al finalizar la fase lutea
del ciclo estral y el aumento simultaneo en los niveles séricos de estradiol y las tasas de
flujo sanguineo Utero-ovéarico (OBF)." Particularmente, el incremento preovulatorio del
OBF y el aumento en el numero de foliculos anticipan a la elevacion posterior de los

niveles séricos de estradiol. Una vez iniciada esta fase de reclutamiento folicular, se
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produce la rapida aparicion de foliculos antrales mas grandes en presencia de tasas
elevadas de OBF” (31).

Trillmich et al. (24) mostraron que la limitacion del crecimiento fetal en cobayas se asocia
con alteraciones en las vias de sefializacidn cruciales para el crecimiento 6ptimo de los
foliculos, lo que se refleja en disminuciones en el crecimiento de los foliculos en la
descendencia; no obstante, estos cambios no se evidencian hasta la post pubertad.
Estos datos apoyan la idea de que la maduracién/envejecimiento reproductivo acelerado
es un fenotipo conservado que se relaciona con la adversidad nutricional en el Utero
(32).

Las cobayas presentan un patron de crecimiento folicular bifasico; la primera cohorte de
foliculos alcanza su diametro maximo en el dia 10 o 11 del ciclo estral y se vuelven
atrésicos a partir de ese momento (17). Dado que esto sucede al mismo tiempo que los
cuerpos lateos experimentan el efecto luteolitico provocado por la liberacion de
prostaglandina del Utero no embarazado (22), cinco a seis dias después, una segunda

cohorte de foliculos se desarrolla 'y ovula.

Cuando el foliculo ha alcanzado su desarrollo total, se proyecta por encima de la
superficie del ovario; esto viene acompafiado de una red de vasos sanguineos y
linfaticos que lo rodean, lo que provoca un incremento en la tasa de secrecién de un
liquido folicular delgado (36). El incremento en la tasa de secrecion es promovido por el
aumento de la presién sanguinea capilar folicular y la permeabilidad durante el proestro
y el estro (37). La acumulacion mas importante de liquido folicular provoca que los
foliculos se inflen, aunque la presion dentro del foliculo no aumenta de manera notable.
Se generan pequefias sangrias en la pared del foliculo. La pared del foliculo se torna

delgada y transparente en el futuro punto de ruptura folicular, el estigma (36).

2.2.1.4. Sincronizacion
Son escasos los estudios relacionados con la sincronizacion de los cobayos. Grégoire

et al.,, 2012 (12) examin6 la sincronizacién de esta especie mediante el uso de
prostaglandinas F2a (PFG2a) y otro método con progesterona via oral en distintas fases
del ciclo estral de la hembra a lo largo de un periodo de 8 meses, concluyendo que la
PFG2a no influye en el ciclo estral de esta especie, rechazando asi el uso de esta
hormona o sus andlogos. Igualmente, él propone el empleo de un progestageno

(altrenogest) para fomentar el apareamiento (2)(12).

Otros estudios realizados en Peru han utilizado hormonas como la PFG2a, la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) (1) y estrégenos, esto en Bolivia (23), los

hallazgos.
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fueron diversos. Por otra parte, hay diferentes protocolos de sincronizacion que se han
creado con el objetivo de recolectar oocitos para su cultivo y analisis in vitro (25). La
obtencién de un numero adecuado de ovocitos es crucial para la tecnologia
reproductiva, incluyendo la fertilizacién in vitro, el cultivo in vitro y la conservacion de
embriones mediante congelacion (26). Por consiguiente, se han realizado varios
estudios para perfeccionar regimenes efectivos de superovulacion. Normalmente, los
protocolos de superovulacion implican la hiperestimulacion del crecimiento folicular y la
induccién de la ovulacion (26). En los protocolos de superovulacion se suele emplear la

gonadotropina coriénica equina (eCG) y la gonadotropina coriénica humana (hCG) (26).

Rawson, in 1979 (38), promovié el crecimiento folicular, la ovulaciéon y la atresia
mediante usos de preparaciones gonadotrépicas heter6logas en fases avanzadas del
ciclo reproductivo de cobayas hembras adultas. Se observd que la aplicacion de
gonadotropina corionica humana (HCG) (10 Ul) 12 dias tras los primeros indicios de
apertura de la membrana vaginal inducia la ovulaciéon en un plazo de 24 horas en todos
los animales analizados, como se evidencié por la recoleccion de Ovulos de sus
oviductos y la presencia de foliculos post ovulatorios en sus ovarios. Los ovarios de los
animales tratados con HCG mostraron cambios atrésicos en la mayoria de los foliculos
gue median menos de 999 micrometros de diametro (38).

Se estudiaron los efectos de la gonadotropina coriénica equina (eCG) en el crecimiento
folicular y la ovulacibn en cobayas ciclicas utilizando analisis histologicos e
inmunohistoquimicos. La administracion de eCG provocé alteraciones morfol6gicas
notables y diferenciales en los ovarios, dado que facilitd la luteinizacion de las células
granulosa, pero no el crecimiento folicular. Asimismo, el antigeno nuclear de células en
division (PCNA) y la proteina reguladora de la esteroidogénesis aguda (StAR) se

localizaron inmunolégicamente en los foliculos luteinizados (39).

2.2.1.5. Citologia vaginal
Se sabe que la citologia vaginal es un indicador sensible de las etapas del ciclo estral

en diversas especies. Se fundamentan en alteraciones celulares ciclicas que se
producen en el epitelio vaginal debido a los niveles de hormonas reproductivas, sobre
todo el estrégeno (30). La variada morfologia de la superficie del epitelio vaginal se
origina en: 1) las distintas poblaciones celulares presentes en la vagina durante el estro
y el metaestro; y 2) un proceso de mucificacion que experimentan las células apicales
entre el dltimo metaestro y la siguiente etapa del estro. El proceso mucificante ocurre
durante la fase latea, en la que el nivel plasmatico de progesterona aumenta alcanzando

un maximo en el dia 12 del ciclo o al final del diestro (27). En algunas especies como el
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perro, el gato, la rata, el ratén y el conejo, estos cambios son bastante constantes y
pueden utilizarse como una ayuda digandstica fiable para determinar la etapa del ciclo
estral y el momento éptimo para el apareamiento o la inseminacion artificial (25)(28)
(33).

Silva de Mattos (28) hizo una clasificacién del tipo de células presentes en las diferentes
etapas del ciclo estral del cuy. Durante el estro, predominaron las células superficiales,
principalmente enucleadas, ademas de la ausencia de leucocitos y moco. Durante el
metaestro, las células intermedias fueron las mas frecuentes, con presencia moderada
de leucocitos y sin moco. Durante el diestro observamos una distribucion més uniforme
entre células superficiales nucleadas, enucleadas e intermedias y un numero muy
elevado de leucocitos. Observamos un aumento en el niumero de células parabasales

durante el metaestro y diestro, en comparacién con las otras fases.

Los trabajos actuales en citologia vaginal se basan hasta ahora en los realizados por
Schutte (34) en el afio 1967, donde él clasificé a las células exfoliadas presentes en el

frotis de la vagina canina en cuatro grupos.

o Grupo A: Células nucleadas, son las células epiteliales superficiales que no

tienen nucleo.

° Grupo B: Células superficiales, son células que no tienen el nlcleo picnético de

menos de 6 um de diametro.

o Grupo B: Células intermedias grandes, son células con un nacleo de 7 a 11 pm

de didmetro. Las células de los grupos Ay B tienen un contorno poligonal.

° Grupo C: Células intermedias pequefias. El diametro de estas células es menor
gue el de las intermedias grandes. Las intermedias pequefias pueden ser

redondeadas u ovaladas o pueden tener una forma angular.

. Grupo D-Células para basales. Estas células son redondeadas u ovaladas y

tienen una relacién nucleo-citoplasma mas alta que las intermedias pequefias.

De igual, manera Christie et al. (35) realizaron un diagrama de los tipos de células, las

cuales han servido para dar la clasificacion en el presente trabajo.
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Contorno de la Apariencia Clasificacién
célula nuclear celular Diagrama
Poligonal No nucleo Anuclear ‘
Pequefios focos Anuclear
Poligonal opacos, sin Grupo A
arquitectura normal
Poligonal Solo membrana Superficial @
Picnotico Grupo B
Poligonal sin arquitectura Superficial 9
normal
Arquitectura Grupo B
Poligonal normal, Pequefios  Largas intermedias %
focos opacos
Arquitectura Grupo B
Poligonal normal, Pequefios  Largas intermedias

focos opacos
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Arquitectura normal  Grupo C pequeias

Poligonal intermedias
Redonda u Arquitectura normal  Grupo C pequefias
ovalada intermedias
Parabasal
Redonda u Arquitectura normal Grupo D
ovalada Parabasal
Figura 2

Clasificacion de células exfoliadas en frotis vaginales (35).

2.2.1.6. Histologia Ovarica

El ovario es una glandula gue actla como exocrina y endocrina a la vez, lo cual significa
gue genera Ovulos (secrecibn exocrina) y hormonas ovaricas, principalmente
estrégenos y progesterona (secrecion endocrina). La anatomia del ovario normal
presenta grandes diferencias en funcién de la especie, la edad y la etapa del ciclo sexual
(36)(41).

Dentro de las estructuras histol6gicas del ovario se encuentran los foliculos ovaricos,
gue consisten en un ovocito rodeado de varios tipos de células (dependiendo de la fase
de desarrollo). En la mayoria de las especies, los foliculos se encuentran en la corteza

del ovario. Los foliculos avanzan a lo largo de 4 fases de crecimiento (42):

° Primordial: un ovocito envuelto en una Unica capa de células epiteliales
escamosas simples. Los foliculos primordiales permanecen en un estado inactivo
hasta que son seleccionados para transformarse en foliculos primarios o reciben

la sefal para experimentar atresia (36)(42).

. Primario: un ovocito envuelto por una Unica capa de células granulosas en forma
de cubo. Los foliculos primarios se mantienen en la profase | hasta que las

gonadotropinas los estimulan para su desarrollo (36)(41).

. Secundario: un ovocito envuelto por varias capas de células granulosas
dispuestas en forma de estrato sobre una membrana basal. Fuera de la membrana
basal estan las células de la teca. Dentro de la capa granulosa se encuentra una

capa de glucoproteina, conocida como zona pellcida, que envuelve al ovocito. El
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progreso continuo hasta convertirse en un foliculo terciario depende de las

secreciones de la hormona foliculo estimulante de la glandula pituitaria (36), (41).

° Terciario: un ovocito envuelto por la zona pellcida y las células de la granulosa,
situado en un ligquido llamado antro. Las células de la teca se han especializado
en las capas de teca externa e interna y han adquirido funcionalidad, generando
andrégenos que las células de la granulosa transforman en estrégenos. Un foliculo

terciario preparado para la ovulacién se llama foliculo de Graaf (36)(42).

o Un foliculo de Graaf es estimulado a ovular debido a un aumento de hormona
luteinizante (LH) secretada por la glandula pituitaria. ElI ovocito se expulsa y el
foliculo se transforma en el cuerpo luteo. Las células de la granulosa y la teca
interna se transforman en células lateas, que secretan progesterona durante un

tiempo que varia segun si el animal esta gestante o no (36).

Se estudi6 la forma y multiplicacion celular en los foliculos atrésicos durante los ciclos
estrales en cobayas. Los hallazgos mostraron que las células de la granulosa se
destruyeron y se eliminaron inicialmente en los foliculos atrésicos, mientras que células
semejantes a fibroblastos surgieron en la capa mas profunda de las células de la teca
interna. Al migrar las células semejantes a fibroblastos al antro, se multiplicaron y

generaron un nuevo tejido en los bordes de la zona pellcida del ovocito (40).
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS

3.1. Ambitoy condiciones de la investigacion

El presente trabajo se realizé en las instalaciones del Fundo Miraflores de la Facultad
de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional de San Martin. Este recinto se
encuentra ubicado en el sector Ahuashiyacu, en el distrito de la Banda de Shilcayo,

provincia y departamento de San Martin.

Figura 3
Ubicacion del Centro de Investigacién Miraflores (Google map).

3.1.1. Periodo de ejecucién
El presente trabajo fue ejecutado de marzo a julio 2024.

3.1.2. Autorizaciones y permisos
Se contd con la autorizacion del Centro Académico de Investigacion Miraflores y también
con la del Comité de Etica de la universidad.

3.1.3. Control ambiental y protocolos de bioseguridad
Para el presente trabajo se usaron todas las medidas de bioseguridad, las cuales se

detallan a continuacion:

. Se realiz6 una evaluacion sanitaria de los animales para diagnosticar posibles

problemas de salud relacionados con parasitos internos y externos.

. En el manejo de los animales se usaron guantes y guardapolvos o mamelucos de

trabajo con la finalidad de no contagiar a los animales con patégenos y viceversa.
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. Se tomaron medidas de desinfeccion y limpieza de las jaulas una vez por semana

como minimo.

3.1.4. Aplicacion de principios éticos internacionales
Para el presente trabajo se cont6 con la autorizacion del comité de ética. Las
manipulaciones de los animales se realizaron respetando la integridad del animal, asi

como la salud del tesista.

El presente trabajo requiri6 el sacrificio de los animales; la evaluacion del
comportamiento del ovario se llevé a cabo mediante la histologia del ovario de los

animales evaluados.

3.2. Sistema de variables

3.2.1. Variables dependientes

° Sincronizacion del celo en los cuyes.

° Citologia vaginal: identificacion del tipo de célula presente en el estro, tal como se

indica en la teoria (parabasales, intermedias, superficiales y cornificadas).
° Apertura vaginal: presencia o ausencia de la apertura vaginal.

3.2.2. Variables independientes

° Uso de progesterona por 15 dias via subcutanea (0,22 mg)

3.3. Procedimientos de lainvestigacion

3.3.1. Disefio de Investigacion
El presente trabajo de investigaciébn es aplicado, y los niveles implicados son

experimentales y descriptivos.

Poblacién y muestra
El presente trabajo tiene una poblacion total de 12 hembras, distribuidas en grupos de

4. Las edades de estos animales oscilan entre 5y 6 meses.

3.3.2. Actividades del objetivo especifico 1: Determinar un protocolo de
sincronizacion de hembras cuy bajo las condiciones del trépico

Animales a considerar

Este grupo de animales pertenecié a los cuyes del Centro Académico Investigacion
Miraflores. Fueron animales de diferentes lineas; se considerd a aquellas que por lo
menos presentaron un parto y que en condiciones sanitarias no presentaron ningun tipo

de patologia.
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Manejo de los animales: Alimentacién de los animales

Los cuyes fueron alimentados con alimento balanceado comercial; este fue dado ad
libitum, al igual que el agua. También se incluy6 forraje en su dieta; en este caso se
alimentaron con Brachiaria spp, pasto elefante etc, ad libitum. Ademas, fueron
suplementados con vitamina C a razén de 100mg de vitamina C por kilogramo de

alimento (3).

Sincronizacion del ciclo estral

Se formo grupos de cuatro con un total de 12 animales.

Grupo experimental: Fue sometido a una dosis de 0.22 mg de progesterona (PG) via
subcutanea por un periodo de quince dias continuos. Terminado este periodo, se
procedié a la toma del hisopado vaginal para la evaluacion de las células epiteliales y
seguidamente al sacrificio de tres animales (3) en los periodos de 48, 72, 96 y 108 horas

posteriores a la aplicacion de la hormona.

Toma de muestra (horas posteriores a la
ultima aplicacién)

0 | Progesterona (dias de | 15 7 .4.8 r ?-2 LT 95 | 106
; aplicacidn) S L L s |

Figura 4
Disefio experimental de la aplicacion de la hormona y el muestreo citolégico e histolégico.

Posteriormente a esto, se sacrificaron los animales de tres en tres para cada una de las
horas: 48, 72, 96 y 108.

3.3.3. Actividades del objetivo especifico 2: Determinar por citologia
vaginal el tipo de célula presente en el estro en respuesta al protocolo de
sincronizacion

La citologia vaginal fue realizada después de la Gltima dosis de hormona inoculada,
antes de que el animal fuese sacrificado. En este caso, las muestras fueron tomadas a
las 48, 72, 96 y 108 horas. El hisopado vaginal se realizé con un hisopo estéril, el cual
es introducido en la vagina del animal y se frota en las paredes de este 6rgano, rotandolo
vigorosamente para poder recolectar células del epitelio vaginal. Claro estd que antes
de este procedimiento se limpia la zona ano-genital. La torunda usada para el hisopado
se rota sobre un portaobjetos de vidrio y se fijo con spray fijador comercial (M-Fix Fijador

pulverizado). La tincion se realizara con la tincion Diff-Quick (2), (6). Una vez obtenidas,
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estas se evaluaron con microscopia, identificando el tipo de célula presente (para

basales, intermedias, superficiales y cornificadas).

3.3.4. Actividades del objetivo especifico 3: Evaluar la apertura vaginal
como manifestacién del celo en las cuyes hembras

La presencia de apertura vaginal (AV), que se considera una variable para el presente
trabajo, esto realiz6 en las horas 48, 72, 96 y 108 horas, tal como lo indica Rivas (2),
post Ultima dosis de los protocolos de sincronizacién, antes de sacrificar a las cuyes.
Para este caso, se evalud in situ la vulva vaginal de la hembra y se observé la apertura

de la membrana vaginal. Se tuvieron en cuenta los siguientes parametros a medir:

° Si el orificio esta cerrado, sera cero (0).

. Si el orificio esta completamente abierto, tendréa el valor de uno (1).

Para esta metodologia se ha tomado como referencia a Rivas (2), Luna (4) y Sadeu (5).

3.3.5. Célculos estadisticos

A los resultados obtenidos se les saco media y intervalo de confianza
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultado del Objetivo Especifico 1: Determinar un protocolo de
sincronizacion de hembras cuy bajo las condiciones del tropico

La ovulacion en el presente trabajo se definié por la presencia del cuerpo llteo, tal como
lo manifesté Rivas (2). Se procesaron un total de 12 muestras de cortes histolégicos
del ovario de los cuyes a las cuales se les administré la progesterona en los intervalos
de 48, 72, 84, 96 y 108 horas. La primera presencia del cuerpo IUteo se observd a las
96 horas posteriores a la aplicacion de PG. La Figura 5 muestra dos momentos en que
se tomaron las muestras histoldgicas: uno a las 96 horas 1,33 + 0,469 cuerpos luteos,
donde se observan foliculos por ovular, y a las 108 horas, donde se aprecian 1,66

+,0,586 cuerpos lateos.

Figurab

Efecto de la progesterona en el desarrollo folicular después de la ovulacion.
Ay B Se muestran secciones de ovarios a las 96 horas- B y C Se muestran secciones de ovarios a las 108 horas

Tal como se aprecia en la Figura 5, los foliculos antrales sanos en los ovarios mostraron

capas gruesas de células de la granulosa; de igual manera se pueden observar las
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zonas pellcidas y la granulosa. Cabe recalcar que los cuerpos liteos mas evidentes se
aprecian mejor a las 108 horas posteriores a la aplicacion de PG. También aumentd la
cantidad de células sanguineas fuera de la médula ovérica, en el borde folicular y dentro
de los foliculos atrésicos (Fig. 6 B). En los foliculos antrales regulares (Fig. 6 B). Al
mismo tiempo, las células similares a fibroblastos aparecieron en la capa mas interna

de las células de la teca (Fig. 6A).

St 2 “1 [

Figura 6

Morfologia ovérica y folicular.

A secciones de ovarios a las 96 horas

B secciones de ovarios a las 108 horas

Nota: Las secciones se tifieron con H&S. CL, cuerpo luteo; FL, foliculo, AN, antro folicular; VS, vasos sanguineos.

A las 96 horas se encontraron un total de 4 cuerpos lateos en los animales evaluados,
tal como lo podemos apreciar en la Tabla 1. A diferencia de otros autores, donde la
presencia del celo se dio en intervalos diferentes a los nuestros, como el de Kosaka et
al. (43), Gregoire et al. (12), Rivas (2) reportaron que el momento de la ovulacion varia
entre 120 a 140 h; 72 a 144 h 'y 132 h.En otro trabajo realizado por Gregoire et al. (44),
donde usaron tres analogos de prostaglandina que no resultaron efectivos, pero si
usaron progesterona via oral la presencia del celo se dio a las 96 horas, concordando
este trabajo con el nuestro bajo condiciones climaticas completamente diferentes a las
nuestras.

Tabla 1
Total, de cuerpos lateos contabilizados en 96 y 108 horas

Cuerpos lateos

48 76 96 108

0 O 1 1

0 O 1 2

0 O 2 2
Promedio 0 0 1,33+0,469 1,66 +0,586
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A diferencia de nuestros resultados, Aranibar y Echevarria (7) llevaron a cabo la
evaluacion del promedio de foliculos que llegan a ovular en cuyes de la raza Andina y
Perd con la finalidad de determinar si existe diferencia entre el tamafio de camadas entre
estas razas, encontrando un promedio de 3,6+0.9 cuerpos lateos en la raza Andina y
2,8+0.9 en la raza Pera. En nuestro caso, si contabilizamos el total de cuerpos luteos
encontrados, esto en promedio es 1,5 + 0,52 por animal. Por otro lado, Yao et al. (25)
en un trabajo donde realizaron la maduracién in vitro (MIV) de los de los ovocitos,
indujeron a la supervulacion con hormona gonatrépica humana (hCG) in vivo.
Encontraron que los ovocitos recolectados de cobayas tienen una tasa de MIV mas alta
en comparacién con los recolectados de individuos con ciclo natural y una mejor
formacion de células de los vasos sanguineos en los foliculos atrésicos, similar a la
formacion de los cuerpos lateos después de la ovulacion. En nuestro caso se puede
observar una mayor congestion vascular a nivel de la médula de los ovarios, tal como

se aprecia en la Figura 6.

4.2. Resultado del Objetivo Especifico 2: Determinar por citologia vaginal
el tipo de célula presente en el estro en respuesta al protocolo de
sincronizacion

De acuerdo con la clasificacidn utilizada por Christie et al. (35), se realiz6 la identificacién
cualitativa de las células; ademas, también se observé moco, leucocitos, hongos y
bacterias. Segun Kuhnel y Mendoza (27), las diferentes apariencias morfolégicas de las
células de la superficie de la vagina epitelial en una cobaya maduran durante el ciclo
estral debido a las distintas poblaciones celulares que cubren la vagina en el estro y
metaestro, asi como al proceso de mucificacién que experimentan las células apicales
entre el Ultimo metaestro y el siguiente estadio estral. Al identificar la presencia de las
células en los diferentes periodos de evaluacion realizados en el presente trabajo, se
pudo apreciar que a las 96 y 108 horas las células que principalmente se presentaron
fueron las anucleadas poligonales. Estos resultados coinciden con los presentados por
Aranibar y Echevarria (7); en la Tabla 2 se aprecian los diferentes tipos de células a las
48, 72, 96 y 108 horas. Silva de Matos et al. (28) consideran que, en la caracterizacién
de las fases del ciclo estral de la cobaya, el predominio de las células superficiales,
principalmente anucleadas, se observa principalmente en el estro, ademas de la
ausencia de leucocitos y moco. En este punto, también concuerda con la identificacion
del tipo de célula que se observé a las 96 y 108 horas; las células anucleadas

superficiales fueron las que prevalecieron.
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Tabla 2
Diferentes tipos de células presentadas en 48, 72, 96 y 108
HORAS TIPO DE FOTO LEUCOCITOS
CELULA
Abundantes
48 Intermedias leucocitos
Abundantes
Intermedias leucocitos
72 Largas
96 A nuclear No se observo
A nuclear
Abundantes
+ leucocitos
108
Algunas

Intermedias
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A las 48 y 72 horas de nuestro trabajo se pudieron identificar las células intermedias
nucleadas tal como se aprecia en la Tabla 2; esto concuerda con el estadio proestrus y
al igual que Silva de Matos et al. (28), Kuhnel y Mendoza (27), Aranibar y Echevarria
(7), Li et al. (39). Para Silva de Matos et al. (28), durante el diestro observamos una
distribucion mas uniforme entre células superficiales nucleadas, enucleadas e

intermedias y un nimero muy elevado de leucocitos.

En general, se sabe que la progesterona desempefia un papel en la inhibicion del
crecimiento folicular preovulatorio y la ovulaciéon en la mayoria de los mamiferos. En las
ovejas, que tienen un cuerpo lateo secretor activo en su sistema reproductivo similar al
de los cuyes, no solo la progesterona bloquea el pico de LH, sino que también actia en
la regulacién de retroalimentacion negativa de la secrecién tonica de LH (43). En este
trabajo, el tratamiento durante quince dias en cuyes hembras adultas con progesterona

causa una ovulacién sincronizada dentro de los 4-5 dias posteriores al tratamiento.

4.3. Evaluar la apertura vaginal como manifestacién del celo en los cuyes
hembras

La evaluacién macroscdpica de la membrana vaginal se realiz6 en los 12 animales con
un total de 48 observaciones en el tiempo que duré la investigacion. Este parametro fue
muy determinante para poder decir que se presenté celo, ya que la membrana se rompié

en el 75% de las ocasiones que se evalud, mientras que en el 25% permanecié cerrada.

Figura 7

Macroscopia de la membrana oclusiva vaginal.
A Membrana vaginal cerrada

B Membrana vaginal parcialmente abierta

C Membrana vaginal abierta y secrecion

D Membrana vaginal abierta
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La observacion continua del orificio vaginal mostré una ligera apertura vaginal (Figura
7B), 0 una pequefia cantidad de secrecion, y un orificio vaginal rojo en el proestro; esto
se encuentra en el intervalo de las 48 y 76 horas posteriores a la Ultima aplicacién de la
progesterona. Se observl una apertura vaginal (Figura 1C), secrecion y una vulva roja
durante el estro; se podria afirmar que esto corresponde a las 96 y 108 horas. De igual
manera, también se observé un ligero cierre vaginal (Figura 7A), sin secreciones

vaginales, correspondiente este al 25% de las evaluaciones ya mencionadas.

El estudio de Alkhalaf et al. (45) muestra que la fase estral corresponde al segundo dia
de apertura de la membrana vaginal, y la ovulacién ocurre entre 28 y 36 horas después
de la apertura, generalmente por la noche, entre las 6 p.m. y las 6 a.m. Esto explicaria
los resultados obtenidos en este trabajo; de las evaluaciones realizadas el 75% presento
la membrana vaginal abierta. Asi, la observacion de la ruptura de la membrana oclusiva
vaginal, junto con la caracterizacion e incidencia de los tipos celulares mediante citologia
vaginal, permitié detectar el estro en cobayas, respaldando lo reportado previamente en
estudios de Li y Shen (46) en el 2015. La presencia de la progesterona restaura la
apariencia secretora del endometrio e induce la mucificacion del epitelio vaginal y
provoca una persistencia prolongada de los foliculos dominantes, esto debido a que la
PG inhibe la liberacion de los pulsos de GnRh (48), tal como apreciamos en el presente

trabajo.
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CONCLUSIONES

Bajo los resultados obtenidos en el presente trabajo, podemos establecer que
existe una respuesta a la sincronizacion de las condiciones con la progesterona
subcutanea en dosis de 0,22 mg/kpv, obteniéndose la presencia del celo a las 96

horas posteriores a su Ultima aplicacion.

A las 96 horas posteriores a la aplicacién de la PG, se evidencio la presencia de
las células anucleadas que concuerdan con la aparicion del celo en las cobayas;
estas células se mantienen hasta las 108 horas, cuando ya se evidencian algunas

células parabasales.

La apertura vaginal si es un indicativo de la presencia del celo en las cobayas
criadas bajo las condiciones de temperatura del trépico de Tarapoto. El 75% de

las hembras del presente trabajo mostraron la apertura de la membrana vaginal.



36

RECOMENDACIONES

Se recomienda continuar con los trabajos de investigacion con un nimero mayor
de animales y con otras hormonas y su interaccion, que permitan evaluar la
relacion entre el ndmero de foliculos, incluido el dominante, y el nimero de

cuerpos lateos.

Bajo los criterios de sincronizacién, recomendar a las granjas el manejo "todo
dentro, todo fuera" y de esa manera disminuir la presencia de agentes patdgenos,

mejorar la bioseguridad y permitir el descanso de las jaulas y/o posas.

Mediante técnicas de sincronizacion, evaluar parametros productivos como
tamafio de camada, andlisis de rentabilidad y posibles dietas que se podrian

acondicionar dentro de la sincronizacion.
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ANEXOS

Anexo 1. Protocolo de Papanicoloau modificado

Reactivo Tiempo
Etanol 70% 1 minuto
Etanol 50% 1 minuto

Agua destilada

Sumergir 5 veces

Hematoxilina de Harris

3.5 minutos

Agua destilada

Sumergir 5 veces

Soluciéon HCI al 2.5%

Pocas sumergidas

Agua de cafio

1 minuto

Carbonato de Litio

1.5 minutos

Agua de cafio

Pocas sumergidas

Etanol 70%

2 minutos

Etanol 90%

2 minutos

Orange

Pocas sumergidas

Etanol al 95% 2 minutos
EA modificado 2 minutos
Alcohol absoluto 2 minutos
Alcohol absoluto 2 minutos
Alcohol absoluto 2 minutos
Xileno 5 minutos
Xileno Hasta limpiar

Montar con balsamo de

canada

Fuente: Dey, 2018 (6)
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Anexo 2. Toma de muestras
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Anexo 3. Aperturas vaginales
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Anexo 4. Célculos

Cuerpos luteos

48 76 96 108
0O O 1 1
0O O 1 2
0 O 2 2
0O O 1.33333333 1.666666667

d.s 0.57735027 0.577350269
I.C 0.4693599 0.586699872

Foliculos presentes
48| 76|96 horas 108 horas

0] O 1 5
0] O 2 3
0] O 0 2
0O O 1 3.33333333
d.s 1 1.52752523

I.C 0.35201992 1.17339974

48 h

Presencia de cuerpos luteos

76 h

96 h

108 h
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